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1. Bioremediacia

Biologické pristupy k remediacii zne€isteného Zivot-
ného prostredia poskytuji vyznamné vyhody alternativ-
nych technolégii. Technologia, nazyvana bioremediacia,
mé nesporné vyhody oproti fyzikalno-chemickym reme-
diaénym metodam, ktoré pouzivaju vysoké tlaky, teploty,
Casto aj vybusné plyny a nebezpecné chemikalie. Bioreme-
didcia predstavuje ekologicki a ekonomickl alternativu
fyzikéalno-chemickych procesov a casto dosahuje aj uplnu
degradiciu polutantov bez vyznamného naruSenia Zivotné-
ho prostredia, bez poskodenia flory a fauny a ulahcuje
destrukciu aj nebezpecnych toxickych kontaminantov bez
tvorby toxickych emisii alebo medziproduktov'.

281

V sucasnosti je bioremediacia Siroko akceptovanou
remedia¢nou technoldégiou povazovanou za alternativu
fyzikéalno-chemickych postupov ¢istenia kontaminovanych
pod. US EPA (Environmental protection agency v USA)?
ju klasifikuje ako jedine¢ntl technologiu na Cistenie miest
kontaminovanych nebezpe¢nym odpadom. EPA vynaloZila
niekol’ko miliénov dolarov na biologické metédy dekonta-
minacie. To pomohlo vytvorit’ vedeckl platformu pre bio-
remedidciu a potvrdilo jej vieryhodnost’ a opodstatnenost’.

Bioremediacia je sanacna technologia, ktorda vyuziva
biologické objekty na odstranenie toxickych organickych
chemikalii ako aj toxickych kovov z pdd, sedimentov
a podzemnych vod, najCastejSie procesmi biodegradacie
a biotransformacie. Pod biologickymi objektami v tejto
suvislosti rozumieme mikroorganizmy, enzymy, gény ko-
dujtce enzymy, ale aj rastliny. Ciel'om vedeckych timov je
najst’ mikroorganizmy, najcastejSie baktérie, aktinomycéty
a huby, ktoré by boli schopné metabolizovat’, transformo-
vat' alebo prinajmensom oxidovat’ cieleny kontaminant.
Ked’ze mnohé mikroorganizmy s potencidlnou degradac-
nou schopnostou vyskytujlice sa v znecistenom zivotnom
prostredi st Casto nekultivovatelné v laboratornych pod-
mienkach, lepSie pochopenie fungovania a dynamiky mik-
robialnych komunit umoznuji v sucasnosti molekularne
biologické techniky nezavislé na kultivacii’.

V procese mikrobialnej bioremediacie mikroorganiz-
my atakuji nebezpecny organicky odpad jednym z troch
spdsobov: (/) mineralizuju zli¢eninu priamo, ¢o znamena,
ze dochadza ku konverzii zIi¢eniny na neSkodné anorga-
nické molekuly ako napr. oxid uhlic¢ity a soli, (2) minerali-
zuju alebo transformujt zli¢eninu len ako kometabolit, ¢o
znamena, ze mikroorganizmy vyzaduju dalSie organické
zli¢eniny pre rast alebo indukovan(i tvorbu enzymov po-
trebnych pre degradaciu cielenej zluceniny, (3) konverziou
zli¢eniny na ind zluceninu, ktord vSak modze byt tiez to-
xicka a odolna voci d’alSej degradacii.

Sanacné  (remediacné)  technologické  postupy
(biologické, chemické i fyzikalno-chemické) st realizova-
né bud’ in situ, teda priamo na mieste kontaminacie v po-
vodnom uloZeni zemin a hornin alebo ex situ, ked’ odstra-
neniu ¢i imobilizacii kontaminantov predchadza vytazenie
zneCistenych materialov (zemin a sedimentov) a ich pre-
prava na miesto spracovania. Oba pristupy maju svoje
pozitiva, ale aj ur¢ité obmedzené moznosti pouzitia®®.

Biologické remediacné postupy dekontaminacie ze-
min a sedimentov ex sifu (mimo miesta kontaminacie)
zahrnuja: Cistenie pody a sedimentov na dekontaminac-
nych plochach (angl. landfarming), kompostovanie na
biohromadach, alebo v bioreaktoroch. Cisteniu predchadza
vytazenie a odvoz kontaminovanej zeminy, o proces
dekontamindcie znacne predrazuje. Landfarming, pouZiva-
ny predovSetkym v USA a Austrdlii, je vyuZivany hlavne
pre vel'mi nizke naklady na eliminaciu organického znecis-
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tenia zo silne kontaminovanych materialov. Pre dekonta-
mindciu sedimentov a odstranenie niektorych t'azko rozlo-
ziteI'nych polutantov zo zeminy sa pouzivaju aj biologické
suspenzné systémy v bioreaktoroch.

Medzi biologické remediacné postupy in situ (priamo
na kontaminovanej ploche) patria: bioventing, biostriping,
biosparging, bioslurping, permeabilné reaktivne bariéry,
prirodzena atenudcia, podporovana bioremediacia a fytore-
mediacia. V pripade in situ sanaénych technoldgii je moz-
né uvazovat' aj so znizenou cenou, ked’Ze kontaminovana
pdda nemusi byt vytazend, prevezena ani inak sa s nou
nemusi nakladat’, niz8ie su aj operacné naklady. Dekonta-
minaéné postupy in situ si viac preferované najmi pre
ekologicki  obnovu kontaminovanej pddy a vody
v Zivotnom prostredi’.

Faktory, ktoré ovplyviiuju uspesnost’ bioremediacie
mozno sumarizovat’ nasledovne: (a) pddna permeabilita,
(b) prisun kyslika, (c) koncentracia a toxicita kontaminan-
tov, koncentracia a typy zivin, (d) pH, (e) pritomnost’ d’al-
Sich organickych zlucenin, (f) mikroorganizmy (mobilné,
stupen zriedenia populacie nizky), (g) rezistencia k tazkym
kovom a (%) teplota.

NetispeSnost’ bioremedidcie modze byt zapriinend
tymito faktormi: koncentracia polutantov je natol’ko nizka,
Ze nestaci na rast mikroorganizmov; prirodzené prostredie
obsahuje latky, ktoré inhibuju rast alebo aktivitu mikroor-
ganizmov; rastova rychlost’ inokulovaného mikroorganiz-
mu pri nizkych koncentraciach sledovanej latky moze byt
niz§ia ako rastova rychlost’ jeho prirodzenych konkurent-
ov; pridavané mikroorganizmy mézu vyuzivat prednostne
lahko utilizovate'né organické substraty nachadzajuce sa
v pdde na tkor destrukcie polutantu; mikroorganizmy mo-
Zu mat’ problémy s pohybom cez pddne pory do miest
obsahujtcich polutant — nizka biodostupnost’.

Vyhody bioremediacie je mozné zhrniit' nasledovne:
(i) Giplnad mineralizacia, (i7) realizacia in situ alebo ex situ,
(iii) environmentalne prijatelna, (iv) ekologicka a ekono-
micka technologia. Za nevyhody bioremediacie mozno
povazovat: (i) nedostatocni znalost medziproduktov
transformdcie, (i) moznost’ vyskytu patogénnych kmenov
v heterogénnej mikrobidlnej polykultare. V ramci biore-
mediacie je uvazovana hierarchia in situ pristupov dekon-
tamindcie v sivislosti s meniacou sa komplexnostou typov
kontaminantov a ich distribucie, podmienok tykajtcich sa
Specifického miesta (cena a casové obmedzenia)
a regulacnych faktorov, ktoré jednozna¢ne urcujt, ako ma
byt remediécia realizovana®’:

1.  monitorovana prirodzena atenuécia,
2. podporovan (asistovand) bioremedidcia:

a) biostimulacia, b) bioaugmentacia.

Monitorovana prirodzena atenuacia

V poslednych rokoch je v suvislosti s rieSenim sanacii
ekologickych zatazi stile CastejSie pouzivany najmenej
invazivny remediany pristup, tzv. monitorovand priro-
dzena atenuacia. Je definovana tak, ze na danom kontami-
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novanom uzemi existuje prirodzena populacia mikroorga-
nizmov a za vhodnych environmentalnych podmienok
degradacia prebicha a je kontinualna. Jedna sa logicky
o prvy vyber pre remediaciu, pretoze nevyzaduje Ziaden
zasah okrem monitoringu prirodzeného progresu biodegra-
dacie. Legislativa US EPA definuje monitorovant priro-
dzenu atenuéciu (angl. monitored natural attenuation, skra-
tene MNA) ako schopnost’ prirodzenej atenudcie dosiah-
nut’ ciele Specifickej remediacie v ramci ¢asového ramca,
ktoré je mozZné vysledkami porovnat’ s tymi, ktoré je moz-
né dosiahnut aktivnej$imi postupmi’. Tento remediagny
pristup je zndmy pod pojmom ,natural attenuation“ alebo
N situ attenuation”, menej cCasto intrinsic“ alebo
»pasivna® remedidcia. Pouzivanym terminom pre MNA je
aj bioatenuacia. Sucasny trend je zhrnovat’ tieto oznacenia
do pojmu remedidcia prirodzenou atenuéciou, ktora zacina
byt v praxi uvazovana a aktivne prijimanad ako metoda
prirodzeného zniZovania koncentrdcie kontaminantov
v pode (teda bez asistovanej remedidcie), predovSetkym
u kontaminantov typu ropnych latok a chlérovanych uhlo-
vodikov. Nasadzovat’ sanacné technologie ma totiz zmysel
len na tych lokalitach, kde prirodné procesy problém defi-
novaného rizika zneCistenia rieSia nedostatocne. Tento
postup si vyzaduje pravidelny dlhodoby monitoring a ma,
ako kazdd ind sanaCna technologia, svoje vyhody
a limitidcie. Vyhodou je fakt, Ze nespdsobuje zmeny
v zloZeni bakterialnych komunit. Mnohé stidie potvrdzujt,
ze monitorovanie mikrobidlnych komunit a degradacie
prislusného polutantu predstavuje v mnohych pripadoch
ucinnu stratégiu bioremediacie. Nevyhodou moze byt Cas-
to pomaly proces remediacie’. Aplikovat ho ako hlavny
(a jediny) postup je mozné len v urCitych pripadoch.
V kombinacii s aktivnymi sanaénymi technoldégiami vSak
moéze v mnohych pripadoch zjednodusit’ sanaciu a znizit
naklady na jej realizaciu. Podpovrchové atenuacné mecha-
nizmy sa delia na nedeStruktivne a deStruktivne. Nedes-
truktivne mechanizmy zahffiaji sorpciu, disperziu, zriede-
nie a volatilizaciu, ktoré su priamo ovplyvnené hydrogeo-
logickymi charakteristikami prostredia a chemickymi
vlastnostami kontaminantov. Zakladné poznanie tychto
procesov je nevyhnutné pre ucely zhodnotenia ucinnosti
procesu.

Najdoélezitej§im deStruktivnym mechanizmom v rdmci
prirodzenej atenuacie je biodegradacia. Realizacia
a kvantifikdcia biodegradicie zdvisi na interakcii medzi
prostredim, cielovym kontaminantom a prirodzenymi mik-
roorganizmami. DoleZitou sic¢astou MNA je systematicky
monitoring bakteridlnych komunit a koncentracia prislus-
nych kontaminantov. Poznatky ohladne mikrobidlnej di-
verzity a funkcie v pode neustdle pribudaji v dosledku
dostupnosti celosvetovych dat ziskanych molekuldrnymi
metdédami a metagenomikou pre hodnotenie mikrobialne;j
diverzity a funkcii v rhizosfére pod. MNA si vyzaduje pre
implementéciu najkompletnejSie pochopenie biogeochémie
zo vsetkych in situ bioremediac¢nych technologii. Ak nie je
dostato¢ne U¢inna a bezpefnd, st nasadené asistované
a inzinierske technologie®.
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3. Podporovana bioremediacia v podach

3.1. Biostimulacia

Druhym vyberom v bioremediacnej hierarchii je sti-

mulécia degradacnej aktivity prirodzenych mikrobidlnych
populécii rozkladat’, prip. transformovat kontaminanty.
Biostimulacia, ako sa tato technologicka stratégia nazyva,
je aplikovana v pripade, ak sa degradujuca populacia sice
vyskytuje v kontaminovanej zone, ale ziviny a d’alSie pod-
mienky si nedostatocné pre mikrobidlnu aktivitu. Ide
o proces zrychlenia premeny chemickych polutantov, ktory
zavisi od teploty, pH pddy, redoxného potencidlu, typu
kontaminantu a jeho koncentracie. Kyslik je ¢asto limituji-
cim substritom a zavedenie kyslika vo forme peroxidu
vodika, Cistého kyslika, alebo vzduchu méze v mnohych
pripadoch indukovat’ pritomnt prirodzent populdciu de-
gradovat’ cielené chemikalie. Biostimulacia je najCastejSie
realizovana nasledovnymi procesmi'®'*:
pridavok uhlika, dusika alebo fosforu (napr. ako prida-
vok do pary, vzduchu),
ohrev podpovrchovej Casti za G¢elom odparenia vol-
nej fazy zneCistujucej latky pri vyssich teplotach, a/
alebo kde nizka miestna teplota je limitujtca, za Gce-
lom pomdct’ stimulovat’ bakteridlnu aktivitu,
vyuzitie hydro- alebo pneumatickych zlomov za tce-
lom zvySenia permeability,
aplikacia extrakcie pody parou, vzduchom, prebubla-
vanim podzemnej vody, alebo viacfazovou extrakciou
za UCelom odstranenia volnych faz (napr. ropnych
produktov),
pridavok nanocastic nulmocného Zzeleza za tcelom
reduktivnej dechlordcie a tym znizenie koncentricie
a toxicity chlorovanych aromatickych latok.
Jednou z moznosti biostimulacie je aj pritomnost
urcitych rastlin vhodnych pre fytoremediaciu, ktoré stimu-
luju v okoli svojho koreniového systému pddne baktérie
vyluCovanim exudatov, ktoré podporuju rast pritomnej
prirodzenej bakteridlnej mikroflory a tym aj vysSiu
degradaciu’™°. Zoznam polutantov, pre ktoré je tato tech-
nologia vhodna, narastd. Navyse, biostimulacia méze byt
aplikovand za aerébnych 1 anaerébnych podmienok
v zavislosti na kontaminantoch a podmienkach na konta-
minovanej lokalite. VyuZivaju sa aj d’alSie remediacné
pristupy biostimulécie, siahajuce od jednoduchych systé-
mov, kde jedinym pozadovanym aditivom je kyslik, sur-
faktanty, induktory enzymov, az po zlozitejSie kometabo-
lické systémy, ktoré vyzaduji uvedenie do rovnovéhy typ
a mnozstvo viacerych aditiv aplikovanych za Gcelom sti-
muldcie Specifickych a Specializovanych mikrobidlnych
populacii. V oboch pripadoch je vysledkom zmohutnenie
prirodzeného mikrobidlneho konzorcia a posilnenie na
stabilny a uc¢inny dekontaminacny systém. Relativne nizka
cena a potvrdenie ucinnosti procesu pri spracovani rop-
nych uhlovodikov a inych kontaminantov robia
z biostimulacie metddu vhodntl pre mnohé kontaminované
lokality, kde su vyZadované podobné typy aktivneho zasa-
hu a spracovania.
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3.2. Bioaugmentacia

Tretim vyberom v hierarchii bioremedia¢nych techno-
logii in situ je bioaugmentacia. Zahfna pridavok exogén-
nych organizmov s pozadovanymi katabolickymi schop-
nostami do kontaminovaného prostredia za Gcelom zvyse-
nia degradacie cieleného kontaminantu®’. Bioaugmentacia,
ako pridavok mikroorganizmov na zvysenie Specifickej
biologickej aktivity, sa vyuZzivala uZ v minulosti v oblasti
pol'nohospodarstva a lesnictva a Cistenia odpadovych vod.
Vyskum ohl'adne zhodnotenia bioaugmentécie pre pddnu
remediaciu tiez nie je novy?', ale pristupy a formy bioaug-
mentécie sa odvtedy uz znacne rozsirili. PouZitie bioaug-
mentacie je vhodné, ak prirodzena atenuacia alebo biosti-
mulécia st nevhodné alebo nefunguji. Biostimulacia moze
byt neefektivna napr. ak:

1. kontaminant je kometabolit (nie je vhodny ako sub-
strat pre mikrobialny rast) a potrebné ziviny alebo
induktory nie s pritomné a nemo6zu byt pridané do
prostredia;

kompetentné degradujlice mikroorganizmy nie st
pritomné medzi prirodzenou populaciou, prip. ich
mnozstvo je nedostatocné.

V tychto pripadoch moéZze byt bioaugmentdcia Ucin-
nou dekontaminacnou stratégiou. Su tiez pripady, ked’ je
sice pritomny dostatok prirodzenej populécie, ale je sna-
hou zvysit’ rychlost’ biodegradacie alebo skratit’ ¢as reme-
didcie. Spomedzi remediacnych technik je bioaugmentacia
urcite najmenej jednoducha na kontrolu, ale sicasne vyka-
zuje vysoky potencil pre Cistenie pod™ >*. Najviacsou
vyzvou postupu je schopnost’ spravne riadit' proces vo
variabilnych environmentélnych podmienkach. Preto je pri
vybere vhodnych kultir mikroorganizmov potrebné brat
do tvahy nasledovné vlastnosti: rychly rast, lahka kultiva-
ciu, odolnost’ voci kontaminantom, schopnost’ prezivat
v Sirokom rozsahu environmentalnych podmienok, teda aj
za nepriaznivych okolnosti®?. Pri degradacii hydrofob-
nych kontaminantov je vhodné, ak degradujici kmen pro-
dukuje biosurfaktanty a tym ich solubilizuje a spristupnuje
mikroorganizmom a robi ich rozpustnejsimi’’?*. Mnohé
faktory, ako st selekcia vhodnych kmenov, mikrobialna
ekologia, typ kontaminantu, environmentalne prekazky,
spdsob vnesenia inokula do pody, mozu viest’ k netuspechu.
Tieto prekazky spOsobuji rozdiely medzi laboratornymi
vysledkami a aplikaciou v praxi. U&innost’ a limiticie pro-
cesu bioaugmentacie ako aj biostimulacie uvadzaju viaceré
prehFadné ¢lanky****°. Vplyv autochténnej populcie na
allochtonnu 3tudovali Simarro a spol.*’. Z ich pozorovani
vyplynul zaver, Ze bioaugmentacia prinasa so sebou zmeny
v zlozeni a Strukture bakteridlnych komunit. Je potrebné
mat’ na pamiti, Ze tieto zmeny nie s vzdy prospesné pre
degradujiicu komunitu. Z tohto dévodu je preto potrebné
realizovat’ predbeZné experimenty minimélne za laborator-
nych podmienok s redlnou pddou alebo sedimentom
(mikrokozmos) alebo este vhodnejsie v redlnych podmien-
kach v mensom rozsahu (mezokozmos).

Boli vyvinuté viaceré pristupy bioaugmentacie.
V prvom pristupe st pridané exogénne mikroorganizmy
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s degrada¢nou schopnost’ou na doplnenie existujiicej priro-
dzenej populécie. Pridané organizmy sluzia ako inokulum,
ktoré vyuZiva cieleny kontaminant ako rastovy substrat
a populacia sa udrzuje alebo rastie pocas remediacného
procesu. Pridané mikroorganizmy moZzu byt selektované
pre dlhodobé prezivanie a schopnost’ kolonizovat’ kontami-
nované miesto a stimulanty alebo kosubstraty mézu byt
pridané na podporu prezivania. Cielom tohto pristupu je
dosiahnut’ predizené preZivanie a rast pridanych organiz-
mov a sucasnu predizenu degradaciu cieleného kontami-
nantu. Tento pristup moze byt efektivny len vtedy, ak je
kontaminant vhodnym rastovym substratom, alebo ak mo-
ze byt pridany selektivny rastovy substrat na podporu pre-
zivania pridaného organizmu. Této technika je vSak trocha
v nestlade s vyvojom potvrdenym rokmi, ktory naznacuje,
ze nativne mikroorganizmy s vSeobecne vhodnejSie pre
in situ dekontaminaciu, nakol’ko presutazia pridané orga-
nizmy v boji o rastovy substrat. Preto je vhodné izolovat
baktérie priamo z danej kontaminovanej lokality, namno-
zit ich za laboratornych podmienok a spat vratit
v niekol'’ko-nasobne vys$sej koncentracii do danej kontami-
novanej lokality. Tento pristup sa tieZ nazyva
,reinokulacia® kontaminovaného miesta pdvodnymi priro-
dzenymi mikroorganizmami. Je to mozné v pripade, ak st
baktérie s degradacnou schopnost'ou kultivovatel'né.

Druhou moZnostou je selekcia vhodnych mikroorga-
nizmov z miest s podobnou kontaminaciou, aké je na danej
lokalite urcenej pre sandciu. Vo vécSine pripadov boli
kmene pouzité na bioremedidciu izolované z miest konta-
minovanych aromdtmi alebo z priemyselnych distiarni
odpadovych vod** . Vicsina bioaugmentanych experi-
mentov bola uskutonend s pouZitim gram-negativnych
baktérii, predovSetkym z rodov Pseudomonas, Flavobacte-
rium, Sphingobium, Alcaligenes a Achromobacter. ZvySe-
na pozornost’ je upriamend aj na gram-pozitivne baktérie
rodu Rhodococcus, Mycobacterium a Bacillus. V pripade
hab, potencialne vyuzitelné st kmene patriace do rodov
Absidia, Achremonium, Aspergillus, Mucor, Penicillium
a Verticillium. Neexistuju mikroorganizmy alebo skupiny
univerzalne pouzitelné pre bioaugmentaciu, nakol’ko geo-
logické, environmentalne a iné podmienky v jednotlivych
lokalitach st vel'mi odliSné.

3.2.1. Formy bioaugmentacie

Prehladné prace autorov Gentry a spol.”’” a Lebeau®
opisuju viaceré nové pristupy, ktoré mozu zvysit’ preziva-
nie a aktivitu exogénnych mikroorganizmov a/alebo génov
po zavedeni do zivotného prostredia. Posilnenie kontami-
novanej zony je mozné uskutocnit’ viacerymi pristupmi:
bioaugmentacia individudlnymi kmenmi (baktérie
alebo huby),
bioaugmentacia mikrobidlnym konzorciom (zmes
baktérii prip. hub),
bioaugmentacia geneticky modifikovanymi organiz-
mami (GMO) (najcastejsie geneticky modifikovanymi
baktériami),
bioaugmentacia génmi, ktorej cielom je pridavok
vybraného mikroorganizmu za ucelom transferu de-
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gradacnych génov do prirodzene sa vyskytujicich
mikroorganizmov,

bioaugmentdcia s  imobilizovanymi  bunkami
(enkapsulovanymi do nosicov, napr. do alginatu alebo
imobilizovanymi adsorpciou na vhodné nosice),
bioaugmentacia aktivovanou podou, zabezpecenie
prezivania mikroorganizmov ich pridavkom spolu
s prirodzenou pddou historicky kontaminovanou da-
nym polutantom,

bioaugmentacia rhizosféry, kde mikrobialne inokulum
je pridané do kontaminovaného miesta spolu
s rastlinou, ktora sluzi ako ,,utoisko* pre rast inokula,
fytoaugmentacia, pri ktorej su bakteridlne degradacné
gény zavedené priamo do rastliny (tzv. transgénne
rastliny) pre pouzitie v remedidcii bez mikrobidlneho
inokula.

Na biodegradaciu aromatickych zlicenin v konta-
minovanych poddach sa najcastejSie vyuzivaji gram-
negativne baktérie a tiez huby. Viaceré studie naznacuju,
ze pouzitie mikrobialnych konzorcii moze byt ¢asto ucin-
nejSie ako pouzitie jednotlivych kmeniov ako doésledok
skuto¢nosti, ze intermediaty katabolickych drah jedného
kmena mézu byt d’alej degradované metabolickymi draha-
mi iného kmefia®®*’. Samozrejme v pritomnosti viacerych
kmenov, ¢i uz prirodzenych alebo exogénnych je potrebné
pocitat’ bud’ so synergizmom alebo antagonizmom a tym
s kompeticiou o substrat a Ziviny. Uspech bioaugmentéacie
vyrazne zavisi od schopnosti kmena prezit' v konta-
minovanom prostredi, od zachovania degradacnej schop-
nosti, t.j. expresie pozadovanych enzymov pre cieleny
kontaminant (napr. pri degradacii chlorovanych aromatov
st to hlavne dioxygenazy alebo peroxidazy) a od biodos-
tupnosti kontaminantu pre mikroorganizmus, ¢ize od ich
vzajomného kontaktu™. Velmi cenné je aj poznanie zloze-
nia, priestorovej a Casovej distribucie a populacnej dyna-
miky autochtéonnych komunit vo vzorkovanych spolocen-
stvach za ucelom predikcie potencialneho Ucinku pddnej
inokuldcie. Bioaugmentacia neustéale ostdva podla niekto-
rych  autorov  vo velkej miere experimentalnou
metodolégiou®’, nakolko dobre zdokumentovanych pdd-
nych aplikécii nie je mnoho*"*?. Alvarez a spol.* zistili, Ze
pri biodegradéacii ropnych uhl'ovodikov v dvoch typoch
pdd metédou bioaugmentacie (pridavok exogénnej bakte-
ridlnej populécie alebo pridavok namnoZenych prirodzene
pritomnych baktérii) sa preukazali o nieco lepsie vysledky
ako metddou MNA. Pridané bakteridlne konzorcium prezi-
valo pocas 120-diového experimentu a nepreukazalo sa
narusenie prirodzenej pddnej mikroflory, ktord sa tiez
znaéne podielala na bioremediacii. Otazkou ostava, ¢i sa
pridavok bakteridlneho konzorcia vyplaca z pohl'adu ceny
bioaugmentacie. Baek a spol.* testovali pat’ réznych pri-
stupov: monitorovanu prirodzenu atenudciu, biostimulaciu,
pridavok biosurfaktantov, bioaugmentaciu a kombinaciu
poslednych troch postupov pre bioremediaciu pddy konta-
minovanej ropnymi uhlovodikmi. Zistili, ze celkové
mnozstvo ropnych uhl'ovodikov bolo na konci experimen-
tu rovnaké. A tak sa ako najvhodnejsi vyber javila MNA,
ktora nesposobila zmeny v Struktire bakterialnej komuni-
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ty. Rovnako aj Couto a spol.** potvrdili, ze pre kontamina-
ciu ropnymi uhlovodikmi sa ako najvhodnejSia bioreme-
diécia z pohl'adu cenovo efektivneho pristupu javila MNA.

3.2.2. Faktory ovplyviujiice bioaugmentdciu

Bioaugmentacia bola potvrdena ako uspesna techno-
logia na cistenie kontaminovanych miest, ale stale celi
mnohym  environmentdlnym  problémom.  Jednym
z najdolezitejSich je prezivanie mikrobidlnych kmefiov
vnesenych do pody. Viaceré studie naznacili, ze G€innost’
bioaugmentacie ovplyviiujii abiotické a biotické faktory®.
Z abiotickych faktorov sa jedna najmi o nasledovné: teplo-
ta, vlhkost, pH, obsah organickej hmoty, aeracia, obsah
zivin a typ pody. Medzi biotické faktory patria: sut'azivost’
medzi prirodzenymi a vnesenymi mikroorganizmami
o zdroj uhlika, ako aj antagonistické interakcie a predatori
(protozoa a bakteriofagy). Vsetky tieto interakcie poten-
cialne znizujt pocet vnesenych buniek.

3.2.3. Technolégie pre vnesenie mikroorganizmov do pody

Jednym z problémov spojenych s inokulaciou je spo-
sob, ako doruéit’ vhodné mikroorganizmy na pozadované
miesto. Je jednoduché rozptylit' inokulanty na povrchu
pddy, ale je takmer nemozné ich rovnomerne rozptylit’ pod
povrchom. Péda ma potencial pre mikrobialny transport,
ale adhézia buniek na organicki hmotu vyrazne limituje
ich distribiciu. Na prekonanie tychto prekazok sa vyuziva-
ju surfaktanty, peny a kmene rezistentné na adhéziu.

Jednou z najdoélezitejSich podmienok bioremediacne;j
ucinnosti je udrzanie vhodného poctu mikroorganizmov. Je
vela pristupov, ako dorucit’ bakterialny kmen do pozado-
vane]j oblasti. Vo vécSine pripadov su baktérie vnesené
v kvapalnych médiach. Avsak tato metoda nie vzdy garan-
tuje vhodnu distribuciu baktérii v pddnom profile, jej zi-
votnost’ a aktivitu. Z tychto dovodov boli vyvinuté nové
techniky. Najsl'ubnejSim spdsobom sa javi pouzitie nosi-
Cov, ktoré udrziavaju dostatocnt aktivitu inokulantov aj
v prediZenej periode po vneseni kmefiov. Idealne charakte-
ristiky nosi¢ov zahfiajt ,,zaobstaranie ochranného priesto-
ru“ a docasnej vyzivy pre vnesené mikroorganizmy, pri-
¢om su netoxické k inokulantom a pddnym organizmom
(cit.* ™). Uspesni bioaugmenticiu je mozné zvysit aj
pouzitim pddy obsahujucej populaciu prirodzenych degra-
dérov vystavenej uz predtym danej kontaminacii, nazyva-
nej aktivovana poda. Avsak tato metdda je menej efektiv-
na, nez iné metddy bioaugmentacie, aj ked’ ma urcité vy-
hody. Zavedenie prirodzene vyvinutych degradujicich
konzorcii mikroorganizmov moze byt efektivnejSie
v porovnani s jednotlivymi v laboratoriu kultivovanymi
kmenmi. Navyse, pri tomto pristupe nie je potrebna kulti-
vacia mikroorganizmov v laboratérnych podmienkach
a tym nestracaji schopnost’ stitazit' v environmentalnych
podmienkach®’.

Rychla degradacia aromatov moéze byt dosiahnuté
vnesenim imobilizovanych buniek mikroorganizmov do
kontaminovanej pddy. Takyto pristup poskytuje ochranu
inokulovanych organizmov pred nevhodnymi environmen-
talnymi podmienkami a znizuje kompeticiu s prirodzenou
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mikroflérou. NavySe, imobiliz4cia zvySuje biologickl sta-
bilitu buniek, vratane plazmidov. Pre ucely imobilizacie
(adsorpcia na povrchy) st pouzivané prirodné aj syntetické
materialy. Do prvej skupiny patria: dextran, agar, agaroza,
alginat, chitosan polyakrylamidy a x-karagenan. Bionosice
zvysuju difaziu kyslika, transfer zivin a vodnu kapacitu, ¢o
st limitujtice faktory pre degradaciu kontaminantov. Druha
skupina je reprezentovana poly(karbamoyl)sulfonatom,
polyakrylamidom a polyvinylalkoholom. Enkapsulécia,
ako iny sposob imobilizacie (napr. uzavretie do PVA gélu)
moze tiez zvySovat’ mineralizaciu polutantov. Nie vzdy
vSak imobilizované bunky zvysSuji degradaciu toxickych
latok. Vysvetl'uje sa to pomalou diftiziou molekl substra-
tu do guli¢iek nosica, ¢o koreluje s interakciami medzi
negativne nabitou bakteridlnou membrinou a pozitivne
nabitym povrchom guliciek.

Za ucelom aplikacie bioaugmentacie je potrebné vy-
jasnit’ jej ucinok a dopad na ekosystém, na prirodzenu
mikrobidlnu komunitu. Nevyhnutnd je analyza mikrobidl-
nych komunit, ktora sa na in situ bioremediacii podiel’a.
Podrobny prehl'ad molekularno-biologickych technik pre
charakterizaciu a identifikaciu environmentalneho mikro-
bialneho spoloc¢enstva uvadzaju viaceré prehladné clanky
(cit. 35053,

3.2.4. Mikroorganizmy vyuzivané pre bioremedidciu

Rychly pokrok molekularnych mikrobiologickych
metdd ulah¢il vyskumné aktivity na pochopenie zaklad-
nych mechanizmov biodegradacie. Priamo zo zivotného
prostredia boli izolované bakteridlne kmene schopné meta-
bolizovat' environmentalne kontaminanty a analyzované
gény kodujuce enzymy dolezité a aktivne pri degradacii
toxickych chemikalii. Tieto poznatky stcasne rozsiruju
potencial bioremedidcie najmé pre rekalcitrantné chemické
zltceniny. Priklady bioaugmentacnych stadii uvadzaju El
Fantroussi a Agathos®™ a Dejonghe a spol.’. Priklady
uspesné¢ho vyuzitia transferu génov pre bioaugmentaciu
kontaminovanych pdd sumarizuje Dejonghe a spol.”.
Znaény potencial v praktickej aplikécii bioremediacie or-
ganickych kontaminantov predstavuju napr. nasledovné
typy bakterialnych degradérov’’:

Konstitutivne varianty degradacnych mikroorganiz-
mov. Mnohé polutanty st degradované v kometabolizme.
Vyzaduju pridavok primarneho substratu, ktory slizi ako
zdroj uhlika a energie a je Casto aj induktorom enzymove;j
aktivity. Takze organizmy s konstitutivnou aktivitou enzy-
mov, nevyzadujuce induktor, mézu byt vyhodnejsie.

Kmene deficientné resp. rezistentné na adhéziu. Jed-
nou z hlavnych tazkosti pri remediacii podpovrchovej
kontaminacie bioaugmentaciou je transport degradacnych
organizmov do zony kontaminacie. Baktérie skor pril'nu na
tuhé povrchy poréznych materidlov, nez by cez ne precha-
dzali. Takze bioaugmenticia je limitovana slabou migra-
ciou baktérii cez zvodnenu vrstvu, C€ize pohyb baktérii je
spomaleny. Pretoze véc¢Sina prirodzenych mikroorganiz-
mov su vysoko adhezivne kmene, ich transport in situ je
limitovany. Pouzitim adhézne-deficientnych organizmov
mdze byt distribicia biokatalyzatorov a kontakt
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s cielovym kontaminantom vyrazne zlepeny ™.

Degradacné organizmy so zvySenymi energetickymi
rezervami. Okrem problémov s indukciou gén/enzym
a adhéziou, mikrobialne biokatalyzatory zvycajne vyzadu-
ju pre kometabolické degradacie pridavok zivin pre stimu-
laciu a prediZenie aktivity. Avsak pridavok kosubstratu
Casto stimuluje rast aj d’alSich nedegradujicich organiz-
mov. Navyse, pouzitie kosubstratov navySuje cenu procesu
a moze byt neucinné, ak mikréby migruju od kosubstratu.
Alternativnym pristupom pre zvysenie biologickej aktivity
je pouzitie Dbiokatalyzatorov, ktoré si obohatené
o energetické rezervy. Produkcia energetickych zasobnych
polymérov baktériami, z ktorych najzname;jsi je polyhyd-
roxybutyrat (PHB), je najdlhsie Studovany fenomén. PHB
je produkovany viacerymi baktériami za podmienok limi-
tacie zivinami v pritomnosti nadbytku uhlika az do vysky
80 % susiny bakterialnej biomasy. Vyuzitie PHB ako redu-
kujuceho substratu pre zvySenie transformacie polutantov
je sice zname, avSak exaktné vyuzitie zasobnych polymé-
rov pocas bioaugmentacie je tazké merat’ a zatial’ nie je
presne objasnené. Je potrebné poznamenat’, ze okrem pdd,
vod a sedimentov znecistenych chlorovanymi aromatmi sa
tato stratégia vyuziva aj na Cistenie biotopov kontaminova-
nych tazkymi kovmi®™~* a radionuklidmi>>*.

Geneticky konstruované mikroorganizmy a gény. Pri-
rodzené mikroorganizmy ziskali po€as dlhodobej existen-
cie v pritomnosti xenobiotik v kontaminovanom uzemi
schopnost’ degradovat’ ich. Evoltcia vratane mutacii
a horizontalneho transferu génov (HGT) konStantne pre-
bieha, ale v prirode je relativne pomald. A preto je tu po-
treba zvysit' degradac¢nu aktivitu pouzitim molekuldrnej
bioldgie, ktord poskytuje mnoZzstvo technologii pre kon-
Strukciu alebo zlepenie remediaénych génov®' *. Specidl-
na pozornost’ je v sii€asnosti zamerand na biodegradacny
potencial mikroorganizmov transferom katabolickych gé-
nov z jedného alebo viacerych donorovych génov do priro-
dzenej mikroflory existujucej v kontaminovanej oblasti.
Mnohé katabolické drahy st lokalizované na plazmidoch
alebo transpozonoch®®*. Plazmidmi kédované drahy su
vel'mi prospesné, ked’ze predstavuju geneticky flexibilny
systétm a mozu byt transportované medzi rdzne druhy
a rody baktérii®®®’,
v rozSirovani  katabolickych  génov  vzhladom
k bioaugmentacii. AvSak aj d’alSie mechanizmy HGT ako
su transformécia a transdukcia hraju délezitd ulohu vo
vyvoji a adaptacii mikroorganizmov na stresové
podmienky®’. Ciefom vedeckych experimentov je zvysit
schopnost’” novovytvorenych kmenov degradovat’ Siroky
rozsah xenobiotik a zvySit degradacnti Gcinnost
v porovnani s divymi kmefimi. GMO mozu byt konstru-
ované ako kmene s jedineénymi kombinaciami enzymov
na ulahcenie sekvencnej transformacie alebo biodegrada-
cie kontaminantu. Takéto kmene by mohli byt uZito€né
pre extrémne rekalcitrantné kontaminanty, ako st PCB,
alebo pre pouZitie vo vyrazne limitovanych podmienkach.
Navyse, GMO mézu byt modifikované tak, ze sa budu
vyznacovat' jedineCnym preZivanim aj v nepriaznivych
podmienkach aplikacie.

vvvvv
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4. Vyutzitie geneticky modifikovanych
organizmov (GMO) v bioremediaciach

Pocas poslednych 20 rokov boli rekombinantné DNA
techniky vel'mi intenzivne §tudované za ucelom zvysSenia
degradacie nebezpecnych odpadov. Téma aplikdcie GMO
v bioremediaciach ziskava sice velki pozornost, avsak
experimenty st zatial' obmedzené len na laboratérne pod-
mienky a bioreaktory. V praxi bol Gispesne realizovany iba
jeden podny test®. Dévodom su legislativne zibrany
v suvislosti s hodnotenim rizik a velky rozsah nejasnosti
praktického dopadu pouzitia GMO priamo v Zzivotnom
prostredi. Rekombinantné baktérie mézu byt ziskané tech-
nikami génového inZinierstva alebo prirodzenou genetic-
kou vymenou medzi baktériami. Molekularna biotechnol6-
gia umoziuje oproti klasickej biotechnolégii cielenti zme-
nu a/alebo riadentt modulaciu metabolizmu, alebo vyuzitie
vhodného druhu mikroorganizmu pre pozadovany typ kon-
taminantu. Uspe$nym sa ukéazal aj transfer plazmidov
z pseudomonad do inych mikroorganizmov tzv. in vivo
konjugaciou. Plazmidy su telieska v baktériach, na ktorych
moze byt kédovany gén pre tvorbu prislusného enzymu
podobne ako v chromozomalnej DNA (kyseline deoxyri-
bonukleovej). Avsak na rozdiel od chromozomalnej DNA
sa mozu plazmidy vyried’ovat, ¢im sa straca aj schopnost’
bakteridlneho kmena degradovat konkrétnu zlGceninu;
zaroven sa vSak moéze tento gén samovolne odovzdavat
inym baktéridm, pritomnym v danom kontaminovanom
prostredi, ¢im moézu ziskat degrada¢nt schopnost’, ktort
predtym nemali. Jedna sa o tzv. horizontalny transfer gé-
nov. Ako priklad je mozné uviest’ modifikovany mikroor-
ganizmus Deinococcus radiodurans, ktory vd’aka svojmu
vysoko efektivnemu reparacnému mechanizmu odolava
vysokym davkam radidcie a je schopny biodegradacie rop-
nych produktov aj v toxickom prostredi (vyuzitie na jadro-
vych strelniciach v Nevade a po havarii v Cernobyle). Ini
autori preniesli plazmidy z pseudomonad zndmych Siro-
kym asimilaénym spektrom do psychrofilnych mikroorga-
nizmov, aktivnych pri nizkych teplotach, ¢im ziskali u¢in-
nejsi nastroj na biodegradaciu ropnych skvin na mori, ked-
ze priemernd teplota ocednu sa pohybuje od 0 do 20 °C
a teplotné optimum pseudomonad je od 20 do 40 °C. Via-
ceré priklady technologie génového inZinierstva za ti¢elom
zlepSenia bioremediacie uvadzaju Menn a spol.*’. Takto
pripravené baktérie mali vySSiu degradacni schopnost
a boli Gspesne testované pre rézne typy kontaminantov
a za roznych podmienok. GMO moézu byt aplikované aj za
ucelom monitorovania procesu bioremediacie, monitorova-
nia kmenov mikroorganizmov s degradacnou schopnostou,
odozvy na stres, analyzy koncovych produktov a hodnote-
nia toxicity®’. Aviak, ekologické a environmentélne obavy
a legislativne obmedzenia st hlavnymi prekazkami pre
pouzitie GMO priamo v kontaminovanom prostredi. Prob-
Iémy vnesenia GMO do prostredia musia byt vyjasnené
a odstranené este predtym, ako budid GMO pouzité na
efektivne a nizkonakladové sanacné procesy. Existuju mi-
nimalne $tyri zakladné pristupy vyvoja GMO (nazyvané aj
transgénne organizmy) pre bioremedia¢né aplikacie: mo-
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difikdcia enzymovej Specificity a afinity; konStrukcia
a regulacia metabolickych drah; vyvoj bioprocesu; moni-
torovanie a kontrola; vyvoj bioreportérovych systémov pre
detekciu kontaminacie a odozvy na environmentalny stres,
vyvoj biosenzorov, zniZenie toxicity a analyza koncovych
produktov. Od pouzitia GMO sa oc¢akava vyrieSenie viace-
rych sucasnych problémov rozkladu polutantov:

1. Konstrukcia mikroorganizmov, ktoré st schopné na
danom substrate (kontaminante) rast’, nielen ho kome-
tabolicky transformovat’. Pri tomto, Casto pomalom
procese, dochddza totiz k hromadeniu koncovych pro-
duktov, ktoré vSak mozu byt opidt’ perzistentné a na-
vySe v mnohych pripadoch aj toxickeé.

Vytvorenie novych katabolickych drah zefektiviiuju-
cich pomalé, alebo malo u¢inné transformécie, pripad-
ne roz§irenie $kaly substratov degradovatelnych da-
nym mikroorganizmom v pritomnosti zmesi kontami-
nujucich latok.

Zvysenie mnozstva alebo aktivity produkovanych
enzymov potrebnych pre rozklad kontaminantov. Ta-
kéto baktérie by sa dali pouzit’ na vytvorenie imobili-
zovanych systémov (celé bunky alebo enzymy).
Ziskanie mikroorganizmov, ktoré by okrem destrukcie
cielového polutantu, boli odolné voci inhibitorom
nachadzajiacim sa v konkrétnom prostredi, a ktoré by
svojim poésobenim znemoZiovali rast prirodzenym
mikroorganizmom pritomnym na danej kontaminova-
nej lokalite. VicSina priemyselnych oblasti, v ktorych
sa vyskytuju antropogénne organické zluceniny, obsa-
hujt napr. aj tazké a toxické kovy.

Prenos metabolickej drahy do mikroorganizmov
schopnych existovat’ a metabolizovat’ v danom pro-
stredi. V pripade bioremediacie lokality, kde je teplota
nizsia ako 20 °C sa jednd o vyuzitie psychrofilnych
mikroorganizmov namiesto bezne vyuzivanych mezo-
filnych s teplotnym optimom okolo 20 °C.
Bioremediacia radioaktivitou zamorenych lokalit si
vyzaduje vyuzitie mikroorganizmov odolnych voci
ziareniu, napr. Deinococcus radiodurans.

Geneticky modifikované baktérie su charakteristické
vnesenymi degradaénymi tzv. katababolickymi génmi, od
ktorych sa ocakava rozklad kontaminantov a reportérovy-
mi génmi, ktoré umoziuju monitorovanie aktivnych bakté-
rii v kontaminovanom prostredi. Casto sa vyuzivaju napr.
bioluminiscenéné gény, ktoré spdsobuju svetielkovanie
mikroorganizmov. Ak svetielkuji, znaci to, Ze baktérie su
viabilné a vyuzivaju pritomny uhlik z kontaminantu ako
zdroj energie a tym danu latku rozkladaja; ak nesvetielku-
ju, znadi to, ze uhynuli v dosledku inhibicie spdsobenej
toxickym prostredim, alebo vycerpali vSetok dostupny
zdroj uhlika.

Bioremediaciu je mozné realizovat’ aj pomocou rastlin
(fytoremediacia) a hub (mykoremedidcia). Geneticky mo-
difikované rastliny, tzv. transgénne rastliny, sa pripravuju
vnesenim bakteridlnych génov réznymi technikami. GMO
rastliny sa pripravuju nielen za tcelom vysSej odolnosti
proti Skodcom, za u€¢elom vyssich vynosov u pol'nohospo-
darskych rastlin, ale aj na zvySenu akumuléciu tazkych
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kovov a degradéciu organickych polutantov. Existuju vSak
aj prirodzené nemodifikované rastliny, ktoré dokazu roz-
kladat’” organické polutanty a tiez extrahovat, sorbovat
a kumulovat’ tazké a toxické kovy z pddy do rastliny, tzv.
hyperakumuldtory. Problém spociva v tom, ze ¢asto nedo-
sahuju dostato¢ny rast, ¢o limituje mnozstvo prijatych
kovov na gram suSiny rastliny. Preto sa potrebné gény
kodujice tieto schopnosti vkladaju do rastlin s vySSou
tvorbou biomasy.

Fytoremediacia sa ¢leni na fytodekontaminaciu
a fytostabilizaciu. Podla toho, ¢i rastliny kontaminant ex-
trahuju do tela rastliny a bioakumuluju, alebo aj degraduju
a zabudovavaju do rastlinnych, Casto nefytotoxickych
Struktur, sa jedna o fytoextrakciu alebo fytodegradaciu. Ak
rastlina vtahuje kovy a cez listy ich uvol'iuje uz v netoxic-
kej forme z dovodu zmeny oxidaéného stupna, jedna sa
o fytovolatilizadciu. Ak sa na degradacii kontaminantov
podiel'a korefiovy systém, jedna sa o rhizodegradaciu. Si-
rokym asimilacnym spektrom extracelularnych enzymov
(napr. peroxidazy, ligninazy, lakkazy) rozkladajucich zlo-
zité aromatické Struktary sa vyznacuji huby, najmé drevo-
kazné (angl. white-rot fungi)®®. Napriek vyznamnej degra-
dacnej schopnosti overenej v mnohych vedeckych stadiach
je mozné konStatovat, Ze eSte stile nenastal Cas pre ich
vyraznejsiu technologick aplikaciu. Ked’ze tento prehl’ad-
ny ¢lanok je zamerany hlavne na mikrobidlnu bioremedia-
ciu s vyuzitim baktérii, fyto- a mykoremediacie presahuju
ramec témy a rozsahové moznosti. DetailnejSie opisuju ich
principy a aplikacie mnohé vedecké prace, napr.7%7172775

4.1. Nastroje pre biomolekularne inZinierstvo

Biomolekularne inzinierstvo je relativne nova oblast
akademického vyskumu a priemyselnej praxe, ktord je
zamerana na konstruovanie biomolekul, najmi proteinov
a nukleovych kyselin a na biomolekuldrne procesy pre
biotechnologické aplikacie. V poslednych rokoch boli vy-
vinuté dve odlisné, ale komplementarne stratégie biomole-
kularneho inzinierstva pre existujice mikroorganizmy
a enzymy pre biodegradaciu — racionalny dizajn a riadena
evolucia’®.

Raciondlny dizajn pristupuje k bioremediacii na
dvoch trovniach. Zahina jednak konstrukciu rekombinant-
ného mikroorganizmu, v ktorom sa skombinuju viaceré
biodegrada¢né enzymatické drahy zodpovedné za vykona-
vanie urCitych Specifickych reakcii za pouzitia technik
rekombinantnej DNA (bunkova troven), alebo skonstruo-
vanie Specifickych enzymov s pozadovanou charakteristi-
kou, vyuzivajuce miestne cielenu mutagenézu (proteinova
urovenl). Enzymy su proteiny, kde aj malé zmeny v sek-
vencii aminokyselin m6Zu narusit’ proteinova konfiguraciu
a tak znizit katalyticku aktivitu. Navyse, je takmer nemoz-
né predpovedat’ vplyv jednej zmeny v retazci enzymu na
iné biochemické vlastnosti. Uspe$na modifikacia enzymu
vyuzivajica racionalny dizajn vyZzaduje obrovské mnoz-
stvo informacii o Strukturalnych, mechanickych a dyna-
mickych vlastnostiach proteinu. To si vyZaduje velké na-
roky na pracovnikov a laboratdérne vybavenie. Moznosti
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racionalneho dizajnu sa rychlo zlepSuji hlavne vd’aka pok-
rokom v technolégiach ako  RTG-krystalografia
a bioinformatika.

Riadena evoltcia si na rozdiel od racionalneho dizaj-
nu nevyzaduje a priori znalost’ Struktury bielkovin a identi-
fikovanie mutacii, ktoré ovplyviuju aktivitu enzymov pro-
strednictvom rdznych interakcii. Tento pristup simuluje
jednoduché algoritmy, ktoré priroda Gispesne vyuziva veky,
tj. geneticku diverzifikaciu spolu s prirodnou selekciou.
Avsak na rozdiel od prirodzenej evoltcie, riadena evoltcia
mé Specificky ciel, ktory je empiricky kontrolovany
v laboratoriu a moze sa zmestit' ¢asovo do jedného mesia-
ca. Riadenda evolucia v podstate zahffia vytvorenie rdézno-
rodych kniznic génovych variantov cez nadhodni mutage-
nézu alebo techniky rekombinantnej DNA, po ktorych
nasleduje skrining enzymov alebo variantov biochemicke;j
drahy s pozadovanou vlastnostou. Pre bioremedidcie to
znaCi, 7ze nova generacia mikroorganizmov je schopna
kompletnej biodegradacie vybranych zlucenin.

Uloha rekombinantnej DNA technolégie pri konstruk-
cii GMO je urcite prislubom do budicnosti. Legislativa
EU neumoziiuje v stiéasnosti zamerné uvolfiovanie GMO
do Zivotného prostredia, povolené je len na vymedzenych
plochich a v uzavretych systémoch’”’. Samozrejme,
uvolnenim tohto zédkazu by sa mnohé prekazky v degrada-
cii nebezpecnych toxickych latok v Zivotnom prostredi
odstranili, a preto vedci na vyvoji GMO pre bioremediacie
pracuju aj v st€asnosti. Prebiehaju intenzivne testy v ma-
lom rozsahu, ktoré by mohli objasnit’ potencialne nebezpe-
Censtvo, pripadne preukdzat bezpecnost, vyhodnost
a viabilitu pouzitia takychto mikroorganizmov pri sanacii
zivotného prostredia77. Vyuzitie tychto vysoko ucinnych
metdd pri dekontaminacii zivotného prostredia bude aktu-
alne, ked’ sa preukaze nielen ich efektivnost, ale aj bezpec-
nost’ voci biote.

Porovnavanim Ucinnosti biostimuldcie a bioaugmen-
tacie toxickych aromatickych a ropnych latok sa venuje
viacero prac”’® ™. Nie je mozné jednoznatne uprednost-
nit’ jeden z pristupov, nakol’ko jeho pouzitie je zavislé od
mnohych uz vyssie uvedenych faktorov. Technoldgia je
Casto tzv. ,,8itd na mieru®, pricom zohladnuje Specifika
kontaminovaného uzemia a typ kontaminantov. Bioreme-
dia¢né aplikacie, ktoré boli realizované za poslednych
20 rokov, sa tykaju najmi chlérovanych rozpustadiel, po-
lycyklickych aromatickych uhlovodikov (PAH), poly-
chlérovanych bifenylov (PCB), dioxinov, kreozotu, metyl-
tributyléteru (MTBE), toxickych a tazkych kovov. Prob-
1ém bioaugmentacie spociva v tom, Ze je v mnohych pod-
mienkach neodliSiteI'na od biostimulacie, kedze nutrienty
su Casto injektované s organizmami a mftve organizmy s
vynikajicim zdrojom zivin pre vacSinu prirodzenych mik-
roorganizmov. Pre mnohé aplikacie je zlozité, ak nie priam
nemozné urcit’, ¢i pridané organizmy poskytuji vyznamnu
vyhodu v porovnani so stimulaciou prirodzenych mikroor-
ganizmov pridavkom zivin. Vzhl'adom na problémy, vyso-
kl cenu v stvislosti s pripravou inokula a vnesenim do
pddy, st bioaugmentacné aplikéacie stale mierne limitova-
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né. I ked’ bioaugmenticia sl'ubuje ,,dizajnované biodegra-
déry®, nebolo pri opakovanych pddnych experimentoch
pocas poslednych dvoch dekad jednoznacne potvrdené, ze
je ucinnejSia ako biostimulacia. V sucasnosti existuje len
jedna baktéria, u ktorej bolo jednoznacne preukdzané, Ze
jej bioaugmentaciou st vo vicSine pripadov dosiahnuté
lepSie vysledky ako pri biostimulécii, a to Dehalococcoi-
des ethenogenes pre dehalorespiraciu chlorovanych
rozpustadiel®'.

5. Zaver

Bioremediicia je interdisciplinarna technologia, vyZza-
dujiica znalosti z mikrobioldgie, inZinierstva, ekologie,
hydrogeologie, biotechnoldgie a chémie. Hlavnym akté-
rom tejto technoldgie su najméd mikroorganizmy. Stucasné
poznanie biologického prispevku k elimindcii kontaminan-
tov a dopad na ckosystém je eSte stale nedostatocny
a prirodzené mikrobialne konzorcia st niekedy povazova-
né za ,Ciernu skrinku“. Ocakava sa, ze novy pohlad do
procesu optimalizacie, validdcie a dopadu na ekosystém
ziskany pomocou molekularnych mikrobiologickych tech-
nik vytvori z bioremedidcie spolahlivli a bezpecnu techno-
logiu.

Vyber vhodnej sanacnej technoldgie pre konkrétnu
kontaminovanu lokalitu je determinovany cenou, lokalnou
a narodnou legislativou, vlastnost’ami a distribuciou konta-
minantov, hydrogeologickymi podmienkami, rizikom pre
citlivé receptory (napr. zdroje pitnej vody) a prijatel'nostou
danych technolodgii pre verejnost. Je zrejmé, ze Ziadna
jednoduchd remediacnd technoldgia nie je univerzélne
vhodna pre vSetky kontaminované miesta v désledku kom-
plexicity faktorov zahrnutych v procese. Prave preto exis-
tuje velky pocet potencialnych remediacnych technologii
a hierarchia ich vyuzitia. Casto sii vyzadované integrované
technologie, ¢ize nasledné pouZitie viacerych technologii,
aby sa zrealizovali potreby dané¢ho miesta a poskytli tak
ucinnu a cenovo efektiviu dekontaminaciu. Redlne skuse-
nosti s bioremediacnymi technolégiami poméhaju lepsie
definovat’ ich limitécie, ale aj rozSirovat’ ich aplikacie.

Tato praca vznikla s podporou Vedeckej grantovej
agentury Ministerstva Skolstva, vedy a Sportu Slovenskej
republiky na zdklade projektu VEGA ¢ 1/0295/15
a s podporou Agentury na podporu vyskumu a vyvoja na
zaklade Zmluvy ¢. APVV-0656-12.
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Technical University, Bratislava; " Water Research Insti-
tute, Bratislava): The Hierarchy in Selection of Biore-
mediation Techniques: The Potentials of Utilizing Bac-
terial Degraders

The utilization of degradation ability of microorgan-
isms for decontamination of polluted environment is
an intensively expanding area of environmental biotech-
nology, specifically of remediation technologies using
biological approaches. Bioremediation is an attractive low-
cost innovative technology, representing a sustainable ap-
proach to removing organic and inorganic pollutants. Bio-
remediation is a prospective and useful technique compris-
ing the use of microorganisms and/or plants for biodegra-
dation or biotransformation of contaminants. The tech-
nique can be employed as a monitored natural attenuation
or as assisted bioremediation — biostimulation and bioaug-
mentation. This review describes some novel approaches
that may increase the lifetime and activity of microorgan-
isms in adverse environment.



