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Okruh metod, které Ize uplatnit v procesech napravy skod na Zivotnim prostiedi, je Siroky.
Podobné jako v jinych lidskych aktivitach je i v jejich ramci silné akcentovdno hledisko efektivity.
Vjejich pfipadé vsak silné zaznivd dlraz na skuteéné Gcéinné vyporadani se slozkami, které se
v systému horninového prostfedi, podzemni i povrchové vody a ovzduSi sohledem na
environmentalni rizika a rizika vaci lidskému zdravi nesmi vyskytovat. Smyslem tohoto sdéleni je
poskytnout uceleny pohled na silné a slabé stranky sanacniho inZenyrstvi a na prileZitosti a hrozby,
jez vyplyvaji z procesu inovaci a vyzkumné-vyvojovych ¢innosti na tomto poli, zejména s dirazem na
bioremediacni koncepci.

Koncept sanacnich zakrok(l se miZe pIné opfit o technologie zaloZzené na mechanickych,
fyzikdlnich a chemickych principech. Nicméné hlavnimi kritérii posouzeni vhodnosti je na jedné
strané ekonomickd ucinnost a na strané druhé skute¢nd mira dopadu, tedy nejenom v roviné
odstranéni polutantu, ale i vedlejsich efektl, jez v mnoha pfipadech mohou vykazovat negativni
pUsobeni na Zivotni prostredi. S ohledem na fakt, Ze biologické procesy jsou integralni soucasti
prostredi, tedy i kontaminovaného, jednoznacné zde vyplyva potieba tyto skutecnosti vnimat a
vyhodnocovat. Pro moderni sanaéni spolecnost, operujici v oblasti environmentdlniho servisu, by
mélo byt samoziejmé integrovat multidisciplinarni aspekt tohoto oboru. To vyZaduje nejenom
znalost v roviné vlastniho prostredi zatizeného pritomnosti polutantu (geologicky a hydrogeologicky
aspekt), ale také chemickych princip cizorodé latky a v neposledni fadé dlsledk(i pramenicich z
kontaktu kontaminantu s biologickym c¢initelem. Kontaminované prostredi je bohatym zdrojem
informaci a vhodného materialu, jenz lze zuZitkovat ve fazi analyzy rizik, ve fazi predikce vyvoje
lokality s pfitomnym polutantem, ale pfedevsim v roviné konstrukce vlastniho sanaéniho zakroku.
Existuji omezeni aplikace technologickych teseni, kterd se tykaji jak abiotickych technologii, tak
bioremediacnich zakrok(l. V mnoha pripadech se ukazuje jako efektivni koncept skutecnost, Ze lze
velmi dobre profitovat z kombinace obou pfistupl (kombinované sanacni technologie, treatment
train). S tim velmi Uzce souvisi schopnost poznat, kvantifikovat a zejména interpretovat pfirozené
biogeochemické cykly, které se na lokalité uskutecnuji, a s nimiz je mozné pro konstrukci vlastniho
sanacniho zakroku pocitat. Takto koncipované postupy se oznacuji terminem podporované
bioprocesy.

V soucasnosti se pomérné vyrazné upozornuje na tfi témata, kterd mohou byt vnimana jako
klicové faktory bioremediacniho procesu. Ukazuje se, Ze pokryvaji zasadni slaba mista
bioremedia¢niho procesu a vytvafi prostor pro feSeni otdzek spojenych s Gcinnosti, charakterizaci,
monitoringem a predikci bioremediacnich zakrokl. Prvni oblasti je mira dopadu bioaugmentace a
biostimulace, dvou stéZejnich smérl bioremediace. Toto téma polarizuje odbornou vefejnost a
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vytvari skupiny zastancl obou pristupl. V soucasnosti se ukazuje jako velmi nadéjna argumentace ve
prospéch bioaugmentace role tzv. horizontalniho genového transferu mezi autochtonni a alochtonni
Casti  mikrobidlniho spektra kontaminované lokality. Jinymi slovy, mezidruhovy transfer
biodegradacnich a adaptacnich vlastnosti. Druhou oblast vyjadfuje usili odliSovat vyznam pojmu
biologickd dostupnost od terminu biologicka dosaZitelnost. Diky témto ukazatellm lze mnohem
ucinnéji optimalizovat sanacni zdkrok na bioremediaénim principu jak v roviné biologického Cinitele
(dostupnost), tak zhlediska chemismu polutantu a geologické charakteristiky prostredi
(dosazitelnost). Posledni oblasti, jez vyznamné méni zazité postupy bioremediaci, je uznani faktu, ze
drtivd vétSina mikroorganismd je vreZimu konvencnich kultivacnich metod (metod spojenych
s rlstem) nekultivovatelnd a jejich detekce proveditelnd pouze na bazi molekularné-biologické
analytiky. Tyto organismy se oznacuji jako VBNC. Nicméné potfeba integrovat metody studia
mikroorganismid na principech nespojenych s jejich kultivaci predstavuje nutnost i pro hodnoceni
stavu prostredi, monitoring prirozenych i inZenyrsky konstruovanych procesli a zejména v ramci
predikce vyvoje.

Pojmy a terminy

Horninové prostredi, podzemni vodu, padu i povrchové vody osidluje neskutecné pestré
spektrum mikroorganismU, které se v evoluénim pribéhu vybavily unikatnimi mechanismy, diky
kterym vtomto prostfedi mohou Zit, reprodukovat se a profitovat ze zdrojl, jimz jim tyto sféry
poskytuji. Zaroven vsak nezanedbatelnym zplisobem napomahaji kolobéhu hmoty na Zemi, jinymi
slovy jsou ustfednim urychlovacem procest promény hmoty a jeji transformace do novych podob.
Systémovi biologové rozdéluji Zivé organismy do tzv. domén, z nichz nejdllezitéjsi jsou Archea,
prokaryotni mikroorganismy a eukaryotni organismy. Archea je mozné vnimat jako unikatni skupinu
mikroorganismid vybavenymi vlastnostmi, jeZ jim umoznuji obyvat v nékterych pfipadech naprosto
extrémni podminky (mista s vysokou koncentraci soli, vysokou teplotou — vulkany, vridla, popf. ty
Casti prostiedi, kde existuje vychyleni z hlediska pH). Jejich technologicky potencial se opira pravé o
schopnost Zit v atypickych podminkach; jako vhodny priklad se hodi zdlraznéni jejich podilu na
tvorbé methanu z organickych substrat(. Prokaryotni mikroorganismy, tedy zejména bakterie, svou
stavbou predstavuji jednoduché formy Zivota, tvorené jednou burnkou. Nicméné diky znacné
metabolické a fyziologické flexibilité se nejrychleji prizplUsobuji zméndm prostiedi a ziskavaji tim
znacnou konkurencni vyhodu. V prlbéhu evoluce sehraly zfejmé klicovou roli v procesu tzv.
endosymbiozy, v déji, kdy nastalo vyssi koordinovani a utvareni novych typl organism(. Pravé
prokaryotni organismy se v rdmci téchto novych celkl funkéné profilovaly a staly se zakladem organel
eukaryotnich organisma, napf. mitochondrii (respiracni centra) nebo chloroplastl (fixovace svételné
energie a mista jejiho zpracovani). Jak jiz bylo nastinéno v predeslém textu, eukaryotni organismy
jsou evolucné vyssi, s propracovanéjsim stupném konstrukce bunky a se zietelné ohranicenymi
funkcénimi celky (bunécéné kompartmenty — jaddro, mitochondrie, obalové struktury). Z hlediska praxe
bioremediacniho inZenyrstvi se jako vhodny priklad jevi zejména kvasinkové organismy a plisné (nizsi
houby), avsak evolu¢né vyse je reprezentu;ji rostliny, Zivocichové a ¢lovék na mnohobunécéné Urovni.
Dlavodem, proc jsou mikroorganismy zajimavé pro technologickda fesSeni spojend s technickou
ochranou Zivotniho prostredi a napravami skod, na ném spachanych, je jejich metabolismus. Velmi
vystiznou definici pro charakterizaci mikrobidlniho metabolismu predstavuje nasledujici popis:
Metabolismem se rozumi uceleny soubor na sebe navazujicich procesl, jejichz prostrednictvim
dochazi k latkové, energetické a informacni vyméné. Kazdy organismus vyZaduje zdroj uhliku (a jinych
stavebnich komponent), zdroj energie a zdroj redukéniho ekvivalentu na jedné strané a na druhé
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strané akceptor elektron(, latku oxidovanou, kterd je schopna plnit funkci prijemce elektrond
vygenerovanych v redoxnich reakcich bunééného metabolismu (u aerobnich organismd kyslik, u
anaerobnich mikroorganism( napf. sirany, dusicnany, oxid uhli¢ity nebo jind organickd latka —
fermentace).

Pro pochopeni procest v Zivotnim prostredi je stéZejni osvojeni si pojmu, které zohlednuji adaptaci
mikroorganismd na konkrétné definované podminky. Vyrazem autochtonni mikroorganismus se
oznacuje biologicky Cinitel, ktery je vdaném misté plvodni. Oproti tomu alochtonni mikroorganismy
jsou ty, které byly z mista pfirozeného vyskytu vynaty a pfi Zivoté udrzovany v uméle vytvorenych
podminkach (kultivacni systémy typu agarové médium, bioreaktor). Diky znacné adaptacni
schopnosti se mikroorganismy rychle pfizplsobi novym podminkdm a u uméle zkonstruovanych
podminek plati, Ze jim v mnoha pfipadech poskytuji uspokojivy dostatek, coz vede ke ztraté
schopnosti preZivat v proménlivém spektru vlivli redlnych systémi. Fenomén tzv. selekéniho tlaku je
pro bioremediacni inZenyry klicovym faktorem, diky kterému jsou biologicti Cinitelé nuceni se ve
snaze prezit prizplisobovat. Ztrata schopnosti aktivovat obranné mechanismy a pokles urdité
flexibility ~ Celit  vykyvim vede ke wvzniku znacné citlivych  skupin  organismd.
Nejrozsitenéjsi strategii pro preziti v redlnych podminkach je schopnost tvofit biofilm, jinymi slovy
inteligentni bunécnou agregaci, kterd poskytuje nékolik zasadnich vyhod pro udrzitelnost Zivota.
Fixaci populaci pfitomnych vtomto mikrobidlnim konsorciu k pevnému podloZi se zvySuje
pravdépodobnost styku se zdroji substratu, ktery je distribuovan vodou. Na tomto misté musi byt
zdUraznéno, Ze vodni aktivita je klicovym predpokladem pro pfitomnost Zivota kdekoliv. Biofilm sam
0 sobé ma vlastni retenéni schopnost vici vodé. Druhou velkou prednosti biofilmu je jeho uloha
v obranné strategii, buriky asociované v biofilmu dokazi icinné Celit inhibitorim, toxickym uc¢inkdm
nékterych latek, popf. extrémnim vykyvim parametrl prostiedi (teplota, pH, osmoticky tlak).
V neposledni fadé predstavuje strategie biofilmu Gcinny prostfedek, jak efektivné kolonizovat
prostfedi, protoZze sam biofilm mulzZe suplovat zdroj mikrobialnich jedincl pro dalsi rozsifovani
v systému, jsou-li podminky slucitelné spoZadavky na Zivotni projevy konkrétnich skupin
mikroorganism.

Doplrikovym nastrojem, diky kterému mikroorganismy predstavuji velmi flexibilni slozku prostredi, je
schopnost horizontalniho transferu genetické informace, nikoliv pouze vertikalné v rdmci materské a
dcefiné buriky, nicméné mezi rznymi rody. Timto se mlZe pfijemce obohatit o unikatni metabolické
nebo fyziologické vlastnosti, které mohou sehrat klicovou roli v prezZiti vdaném prostredi.
Z bioremediacniho pohledu se takto muzZe Sifit i informace, kterd je zodpovédnad za kddovani
schopnosti vytvaret vhodné enzymy pro biologickou transformaci nebo degradaci polutantd.
Poslednim klicovym terminem, jenZ uzavie tento blok, je fenomén nekultivovatelnych
mikroorganism(, pro néZ anglosaska literatura pouzivd akronym VBNC (Zivé, ale nekultivovatelné).
Nejstfidméjsi odhady environmentalnich mikrobiologl hovofi o tom, Ze az 99,9 % (viz. ramecek 2)
mikrobidlnich druh( pfitomnych na Zemi je nekultivovatelnych v reZimu metod, jez jsou spojené
s ristem.” Identifikace, studium funkénich vlastnosti i stanoveni po¢tu souvisi u konvenénich metod
s potfebou kultivovat tyto organismy v definovaném kultivacnim systému. Nevyhodou (kromé vyssi
spotfeby casu na analyzu) je nepostihnuti skute¢ného profilu pritomnych mikrobialnich zastupct
pravé zvyse uvedenych ddvodd. Jednim zraciondlnich vysvétleni je skutec¢nost, Ze autochtonni
mikroorganismy v mnoha pfipadech predstavuji tzv. oligotrofy, tedy organismy, které jsou schopné
vystadit s vyraznym minimem dostupnych Zivin, aniz by se to zasadné projevilo na jejich Zivotnich

! Kimura N.



ZU 2011

funkcich. Kultivace v umélych systémech vétSinou predstavuje doddvku kompletniho spektra
nutricnich faktor( a u oligotrofné Zijicich mikroorganism( tak dochazi k vyvolani nutri¢niho stresu a
s tim spojenych sokd.

SWOT analyza bioaugmentace

V projektovém managementu plni nazornou a ilustraéni funkci SWOT analyza, rozbor silnych a
slabych stranek problému a pfilezitosti, resp. hrozeb zného vyplyvajicich. Je-li spoleénym
jmenovatelem téchto oblasti bioaugmentace, mlzZe se na tomto modelu prehlednym zplsobem
demonstrovat potencial, slabiny a perspektivy sméru, jimz je vnaseni biologického Cinitele do
kontaminovaného prostredi obecné.

biodeeradace n'epfe.iitiv reélnf:rp prostredi ’
g ztrata biodegradacnich vlastnosti

mzk(.)n'a!kladova m?mda nekultivovatelnost technologicky
flexibilita metabolismu unikatnich kment

kombinované sanacni
technologie
stimulace horizontdlniho
genového transferu (HGT)

vytésnéni biostimulacnim
konceptem

Obr. 1 SWOT analyza bioaugmentacniho konceptu

Neni pochyb o tom, Ze jednou znejsilnéjSich stranek jakékoliv formy bioremediace je jeji
nizkondkladovost v porovnani s metodami chemickymi, fyzikdlnimi nebo mechanickymi. Své zde
déjl, kdy prostiedi samo o sobé je schopné dilcim zplUsobem umensovat environmentalni rizika
plynouci z ptfitomnosti kontaminantu v prostredi. Ukdzalo se, Ze v mnoha pfipadech jeji podpora
dokaze efektivné resit environmentalni problém. V prostredi stfedni Evropy se vsak spise jedna o tzv.
kombinované sanacni technologie, z dlivod( odlisnych geograficko-geologickych charakteristik, nez
jaké jsou napf. v USA. Slabinou bioaugmentaéniho konceptu mizZe byt omezena schopnost vnasenych
mikroorganism( do horninového prostredi, popripadé ztrata konkrétni biodegradacni schopnosti a
z Cisté technologického hlediska pak nekultivovatelnost nekultivovatelnych mikroorganisma, které
v mnoha ohledech jsou nositeli transformace polutantd do méné skodlivych podob. PrileZitosti, které
z bioaugmentace vyplyvaji, jsou jednoznacné silna vazba na kombinované sanacni technologie jako
vhodny doplnék nékterych abiotickych konceptl (ISCO, sanacni promyvani). Druhou velkou
prilezitosti je jakékoliv dalsi potvrzovani vyznamu fenoménu horizontdlniho genového transferu. Za
hrozbu bioaugmentacniho konceptu byvalo dfive povaZovano vytésnéni biostimulaci (Upravou
podminek pro pfirozené mikroorganismy na dané lokalité), nicméné dnes lze v nékterych pripadech
profitovat z kombinace obou pfistup.
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Soumrak bioaugmentace

Bioaugmentace polarizuje odbornou verejnost. Na jedné strané jeji zastanci, ktefi ji vnimaji jako
unikatni nastroj ,,ochoceni” biologického cCinitele vinzenyrském rezimu s nedozirnymi moznostmi
uplatnéni, na druhé strané skeptici, jez deklaruji neschopnost uméle kultivované mikrobidlni
populace v systému realnych podminek viibec prezit. Pravda lezi mezi témito pdly. Pro¢? Rozhodné
nelze zpochybnit diky obrovské metabolické pestrosti vyznam mikroorganism( v biodegradacnich
procesech. Kazdy alochtonni mikroorganismus byl kdysi (pfed svou izolaci, selekci a propagaci)
mikroorganismem autochtonnim, tedy pUvodnim, indogennim. Procesem kultivace v uméle
vytvorenych podminkach vsak snadno pozbude schopnosti pfizplsobovat se redlnym vykyvim
podminek a stane se vyrazné senzitivnéjSim. To nahrava kritikim bioaugmentace, ktefi zpochybnuji
ucinnost takové metody, zejména argumentaci o neschopnosti prezit. Velmi dobrym obrannym
protiargumentem zastancl se tak stava pravé vysSe nékolikrdt zminovany horizontdlni genovy
transfer. Smrt injektovanych mikroorganismG tak v podstaté mulze predstavovat vitézstvi, nebot
geneticky kédovand informace o schopnosti rozkladat konkrétni polutant mlZe byt vstfebana
prijemcem v podobé plvodniho mikrobialniho osidleni na kontaminované lokalité.

Vychodiska a reseni

Nékteri vyzkumni pracovnici jsou presvédceni, Zze prilomem v bioaugmentacni koncepci bude plna
legalizace aplikace geneticky modifikovanych mikroorganismd. V USA se s oblibou pouziva termin
,superbug”, univerzalni mikrobialni biodegradér, ktery je schopen transformovat cokoliv skodlivého,
na cokoliv neskodného. Toto je skutecné zoblasti sci-fi, nebot geneticky modifikovany
mikroorganismus je v mnoha pfipadech jesté citlivéjsi, nez v umeélych podminkdch pfipravované
populace mikroorganism( alochtonnich. A s ohledem na minimalni posun v predikci moznych rizik
nikoliv vuci lidskému zdravi, ale spise vici ekosystémim, je malo pravdépodobné uvolnéni téchto
technologii na bazi GMO do béiné praxe. Ukazuje se, Ze bioaugmentace stale své uplatnéni ma,
zejména tehdy, napliuje-li firma z odvétvi sanaéniho servisu marketingovy koncept produkt
(biopreparat) — sluzba (precizni aplikace s maximalni podporou ucinnosti zakroku). EPS, s.r.o. v rdmci
své vyzkumné-vyvojové Cinnosti dosahla a zejména prakticky odzkousela koncept biopreparatl na
bazi mikrobidlnich spolecenstvi. Pro ropné latky byl vyvinut preparat, v némz dominuje bakterie
schopna degradace ropnych uhlovodiki, efektivitu procesu vsak posiluji dva dalsi druhy bakterii,
jejichZ ukolem je saturovat systém biologickymi povrchové aktivnimi Iatkami. Chlorované uhlovodiky
jsou feseny ve stupni tzv. DCE stall unikatni technologii, kterd se opird o kombinaci bakteridlnich
kmenl zuzitkovavajicich vreZimu syntrofie (vzajemné potravni prospésnosti) a za aerobnich
podminek skupinu chlorovanych uhlovodikd odvozenych od dichlorethylenu (DCE). Velmi UspéSnym
biopreparatem pro dekontaminaci ropnych kontaminaci nebo likvidaci odpadnich tuk( vex situ
rezimu je preparat opreny o lipofilni kvasinku. V neposledni fadé pro degradaci latek ze skupiny
endokrinnich disruptorl bylo vyvinuto specialni inokulum dvou bakteridlnich taxon(, které tyto latky
vyuzivaji jako zdroj uhliku a energie. V ramci reseni projektu TIP FR-TI1/318 jsou vyvijeny podobné
unikatni biologické preparaty pro aplikaci v lokalitdch nebo matricich zatizenych polyaromatickymi
uhlovodiky, MTBE a latkami ze skupiny BTEX. Cilem je poskytovat komeréné dostupna feseni pro
docistovani lokalit na bioremediacni bazi v duchu marketingového kontinua produkt — sluzba.
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