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Souhrn

Kontaminace prostiedi zejména antropogennimi organickymi polutanty predstavuje zavazny problém
z hlediska zdravi ekosystém( i lidské populace. Vedle dobfe prozkoumanych kontaminujicich latek
obvykle patficich do skupiny perzistentnich organickych polutantl je v posledni dobé vénovana
pozornost i tzv. nové se objevujicim polutantim, ¢asto také oznacovanym jako mikropolutanty. Do
prvni skupiny patfi zejména rada kondenzovanych aromatickych latek a jejich chlorovanych derivata,
jejichZ pouzivani a vyroba je obvykle zakazana. Jejich toxické plsobeni vici organismlim je dostatecné
prozkoumano a typickou vlastnosti je jejich schopnost kumulovat se v bioté nebo ve slozkach Zivotniho
prostiedi. Druha skupina je znacné heterogenni a je obvykle reprezentovana latkami, jejichz pouzivani
je naopak povoleno v rozliénych aplikacich a na jejichZ pfipadné negativni U¢inky upozorfiuje prozatim
spiSe jen védecka komunita. Pravdépodobné nejzasadnéjSim je jejich schopnost narusovat pfirozené
hormonalni signaly vyssich Zivocich( i pfi velmi malych koncentracich a tim zplsobovat tzv. endokrinni
disrupci. Tyto latky jsou obvykle mnohem |épe rozpustné ve vodé nez klasické perzistentni polutanty a

zpUsobuiji tzv. difuzni znecisténi.

Odstranéni organickych polutantl z prostredi je obtizné a ne vidy proveditelné. FyzikaIni a chemické
metody jsou velmi nakladné a z principu pouzitelné spiSe pro klasické perzistentni polutanty. Oproti
tomu v podstaté neexistuji prakticky pouZiteIné metody pro eliminaci mikropolutant(. Za timto ucelem
se jiz delSi dobu studuji mikrobiadlni mechanismy, které by se mohly podilet na pfirozeném odbouravani
organickych polutantl v prostiedi a které by byly vyuZitelné pro cilené dekontaminace prostiedi. Rada
téchto bioremediacnich metod nalezla jiz uplatnéni v praxi, nicméné jejich poufZiti je omezeno pouze
na Uzké spektrum snaze rozloZitelnych kontaminantt (napf. metody na principu stimulace nespecifické

padni mikrofléry pro rozklad ropnych uhlovodik).

Slibnou metodou se v oblasti bioremediaci jevi pouZiti dfevokaznych ligninolytickych hub. Tyto houby
maji oproti bakteriim nékolik vyhod, mezi které lze pocitat zejména nasledujici vlastnosti.
Biodegradace je uskutecnéna pomoci extracelularnich enzymi, coZ usnadnuje dostupnost polutantd.
Preziti hub v pudé lze teoreticky dobfe kontrolovat mnozZstvim pridaného externiho zdroje uhliku
(dfevni Stépka apod.). Na biodegradaci organickych polutantll se obvykle dominanté podili
ligninolyticky enzymovy aparat s nizkou substratovou specificitou a vétsinou se jedna o kometabolicky

proces, ktery neni podminén pritomnosti urcité koncentrace polutantu.

Nicméné, dllezitym aspektem biodegradacnich studii v souvislosti s pfipadnymi aplikacemi je
objasnéni rozkladnych mechanismi a vznikajicich produktl degradace, které nebyly v fadé pripadu
charakterizovany. V ramci této disertace je uveden soubor praci zabyvajicich se biodegradacnimi

mechanismy ligninolytickych hub a jejich schopnostmi transformovat jak klasické perzistentni
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organické polutanty, tak nové se objevujici mikropolutanty. Vysledky jsou uvedeny v souvislosti

s moznymi dopady na pfipadné praktické aplikace.
Summary

Anthropogenic organic pollutants represent a serious problem for the environment. Besides classical
contaminants belonging typically to the persistent organic pollutants, an attention is also paidtoaso
called new-emerging pollutants often called micropollutants. The first group is represented by
condensed aromatic compounds and their chlorinated derivatives, that are already prohibited. Their
toxic effects are well documented and typically, they can accumulate in biota or in various
environmental matrices. The second group is rather heterogenic and consists of compounds that are
used in various formulations nowadays and their negative effects are documented in the scientific
literature. Probably the most problematic mode of action is their abilities to interfere with natural
hormonal signals of animals and in this way to cause so called endocrine disruption. These compounds

are typically more soluble in water that results in diffusive pollution of the environment.

Removal of organic pollutants is not always feasible. Physico-chemical methods are very expensive and
mostly practicable only for classical persistent organic pollutants. The number of methods for removal
of micropollutants is limited. For these reasons, microbial mechanisms that can contribute to natural
degradation of the organic pollutants in the environment and that can be employed for targeted
decontamination of polluted localities. As well as these methods have been introduced into the
practice; however, their use is limited to a narrow group of easily degradable pollutants e.g. petroleum

hydrocarbons.

A promising method seems to be application of wood decaying ligninolytic fungi. These organisms have
several advantages against bacteria including following ones. Biodegradation of the pollutants is
performed via extracellular enzymes that increase availability of the compounds to the participating
enzymes. Activity of the fungi in soil can be theoretically controlled by the amount and type of the
used lignocellulosic material (wood shavings etc.). The biodegradation is often a cometabolic process

that is not limited by a concentration of the respective pollutants.

Nevertheless, an important aspect of biodegradation studies and possible applications is elucidation
of the degradation mechanisms and degradation products of the pollutants. Scientific studies used
within this dissertation thesis describe aspects of biodegradation mechanisms of ligninolytic fungi and
their abilities to transform classical persistent organic pollutants and new emerging micropollutants.

The results are put into the context with possible practical applications.



5. Uvod

Antropogenni znedistujici latky se staly vaznym celosvétovym problémem z divodu jejich
nepfiznivych Ucinkl na prirodni ekosystémy a lidské zdravi. Mohou ovlivnit jakoukoliv slozku
Zivotniho prostredi (vzduch, vodu i pldu), kde mohou byt pevné vazany na padni organickou
hmotu a jilové ¢astice, uvolfiovany do ovzdusi vyparovanim nebo pronikat do vody. Ackoliv se
v prostiedi vyskytuje znacné mnozstvi mikroorganism, které fadu téchto latek rozkladaji —
degraduji, zvlasté nové vytvarené antropogenni latky mohou predstavovat z hlediska
rozloZitelnosti problém. V dlsledku toho se mohou Sifit potravnimi fetézci, kumulovat v
organismech a v Zivotnim prostfedi, coZ ma vyznamny dopad i na metabolismus organisma.
Jednd se o rlzné organické a anorganické znecistujici latky (Walker a kol., 2006): ropné
uhlovodiky, halogenovana rozpoustédla, chlorované aromatické uhlovodiky, vybusniny,
dioxiny, slouceniny narusujici endokrinni systém, herbicidy, pesticidy, tézké kovy a
radionuklidy. Tyto znedistujici latky se ¢asto vyskytuji v Zivotnim prostfedi jako komplexni

smési, coZ znacné znesnadnuje pripadné sanacni zdsahy.

V soucasnosti jsou béziné pouzivané konvencni technologie sanace nejcastéji zalozené na
fyzikalnich a chemickych ptistupech vyuzivanych pro likvidaci nebezpecnych chemikalii. Jelikoz
jsou tyto techniky ekonomicky ndroéné, ne vidy ucéinné, nékdy dokonce nebezpecné a
predstavujici i dalsi rizika, stdle ¢astéji se za rozumnou a udrZitelnou alternativu k tradi¢nim
sanacnim strategiim povazuji biologické postupy pro odstranéni polutant(. Tyto postupy se
souhrnné oznacuji jako bioremediace. V poslednich letech vzrista zdjem o zvlastni odvétvi
bioremediace nazyvané mykoremediace. Jeho nazev je odvozen od pouziti hub pro sanaci

znecisténych pld nebo jinych pevnych a kapalnych prostredi.

Houby jsou riznorodou skupinou mikroorganism, které se v prirodnich ekosystémech bézné
vyskytuji a mohou prosperovat v celé fadé prostiedi od vod az po suchozemska prostredi,
véetné extrémnich zén biosféry, jako jsou pousté nebo poldrni oblasti. Jsou povazovany za
jedny z hlavnich rozkladacl slozitych biomaterial(, zejména pak saprotrofni houby, které se
staraji o rozklad odumfrelé biomasy. Ze skupiny saprotrofnich organism( si predevsim

drevokazné houby vyvinuly velmi Gcinny nespecificky extracelularni enzymaticky systém pro
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rozklad komplexnich heterogennich polymerd, jako je lignin a chitin. Diky produkci zejména
lignocelulotickych enzymU transformuji Sirokou Skalu organickych substratt, které jsou pro
vétsinu prokaryotnich organism( nerozlozitelné. Také se ukazalo, Ze mohou rozkladat i fadu

organickych znecistujicich latek.

Vzhledem k témto jedine¢nym schopnostem se uvazuje, Ze zejména tzv. ligninolytické houby,
které jsou dominantnimi organismy rozkladajicimi v pfirodé lignin, mohou hrat zajimavou roli
v biodegradacnich procesech tézko rozloZitelnych znecistujicich latek v fadé kontaminovanych
prostredi. Ackoliv se nejedna o taxonomicky ucelenou skupinu, vSichni zastupci této skupiny
produkuji nékteré ligninolytické enzymy, které jsou urceny krozkladu ligninu. Vzhledem
k tomu, Ze lignin obsahuje zna¢né mnozstvi aromatickych struktur atakovanych preferencné
témito enzymy, jsou ligninolytické houby schopny ucinné rozkladat také problematické

aromatické polutanty (Cajthaml a Svobodova, 2011-publikace 8).
5.1. Ligninolytické houby a jejich enzymy

Houby jsou rdznorodou skupinou mikroorganism(, které se v prirodnich ekosystémech
vyskytuji vSude a jsou povazovany za hlavni rozkladace komplexnich biomaterial(i. Habitaty
hub predstavuji fadu rdznorodych prostredi, od povrchovych vod aZz po suchozemské
prostiedi, véetné extrémnich zén biosféry jako jsou pousté nebo polarni oblasti, ve kterych
pro rozmnozovani vyuzivaji ¢asto vzduch k rozptyleni svych spor. Bez ohledu na jejich
taxonomickou klasifikaci jsou vSechny houby v podstaté heterotrofni mikroorganismy, t;j.
asimiluji Ziviny absorpci z extracelularniho prostredi. Obecné je Ize podle jejich ekofyziologie
rozdélit na biotrofni a saprotrofni organismy. Prvni skupina zahrnuje symbionty a patogeny
jinych druh(, zatimco druha skupina predstavuje druhy rozkladajici odumrelou biomasu.
Ackoliv nékolik studii zdlraznilo ekologickou ulohu nékterych biotrofnich hub (napf.
mykorhiznich) pfi biodegradaci antropogennich polutantli, pro praktické wvyuZiti pfi

dekontaminaci znecisténého prostredi jsou vyznamnéjsi saprotrofické houby.

Lignoceluldza je nejhojnéji se vyskytujici obnovitelna biomasa na Zemi. VSechny dfeviny jsou
sloZzeny prevaziné z komplexnich sacharidt (celuldézy a hemiceluldzy) a ligninu, ktery je dodnes
znamy jako nejsloZitéjsi heterogenni biopolymer. Diky produkci lignocelulolytickych enzym(
mohou rlizné saprotrofické houby rozklddat a vyuZivat rostlinné polymery. Obecné lze

extracelularni lignocelulolytické enzymy hub rozdélit do dvou hlavnich skupin. Prvni obsahuje



radu hydrolytickych enzym( schopnych rozloZit polysacharidové slozky rostlinné bunécéné
stény, konkrétné celulazy (napt. glukanazy, glukosidazy, cellobiohydrolazy) a hemicelulazy
(xylanazy, mannandzy, xylosidazy). Druhd skupina, oznacovana jako ligninolyticky systém,
zpUsobuje kromé radikalové zprostfedkovaného nespecifického rozkladu ligninu také stépeni
aromatickych skupin. Zahrnuje hemové peroxidazy (lignin peroxidaza, LiP, E.C. 1.11.1.14;
mangan-dependentni peroxiddaza, MnP, E.C.1.11.1.13; versatilni peroxidaza, VP, E.C.
1.11.1.16; peroxidaza rozkladajici barvy, EC 1.11.1.19), fenol oxidazy (lakaza, Lac, E.C. 1.10.3.2;
tyrosinaza, EC 1.14. 18.1) a fadu pomocnych enzym pro produkci H,0> (napf. glyoxal oxidazu,
glukdzo oxidazu a arylalkoxidazy). V poslednim desetileti byl poprvé popsan novy typ H,0»
dependentniho enzymu v bazidiomyceté Agrocybe aegerita (Ullrich a kol., 2004) a také i v
dalSich houbach (Hofrichter a kol., 2014). Tyto enzymy jsou hemothiolatové haloperoxidazy,
které jsou dnes klasifikovany jako houbové nespecifické peroxidazy (EC 1.11.2.1). Jejich
katalyticky cyklus kombinuje typické drahy extraceluldarnich hemovych peroxidaz a
intraceluldrnich monooxygenaz (systém cytochromu P450, CYP450, EC 1.14.14.1), coZ jim

umoznuje katalyzovat obrovské mnozstvi reakci (Hofrichter a kol., 2014).

Z diivodu odlisné strategie pro rozloZeni polymera dievni biomasy a podle vzhledu dfeva po
rozpadu je mozné drevokazné houby rozlisit na tzv. houby mékké hniloby, hnédé hniloby a
bilé hniloby (z ang. tzv. white-rot fungi). Dalsi skupina ekofyziologicky blizka houbam bilé
hniloby je tvorena houbami rozkladajicimi opad (z ang. litter-decomposing fungi), které
obyvaji organicky prostor les a luk. Tyto bazidiomycety produkuji ligninolytické oxidazy a
peroxidazy stejné jako houby bilé hniloby, ale jejich typickym mistem vyskytu je svrchni vrstva
pady, kde zplsobuji rozpad zbytkd listl a jinych kusd rostlin. Mezi ligninolytické houby se
obvykle v literatufe zahrnuji pravé houby bilé hniloby a opad rozkladajici houby. Z hlediska
biodegradaci organopolutantl jsou nejlépe prozkoumané a vzhledem k dosavadnim
znalostem i pravdépodobné nejperspektivnéjsi zastupci hub bilé hniloby, které jsou

dominantnimi rozkladaci ligninu.
5.2. Mykoremediace: pluvod a principy

Jak bylo zminéno, Uvaha o vyuziti ligninolytickych hub pro bioremediacni ucely souvisi se
schopnosti ligninolytickych enzymU rozkladat preferencné aromatické slozky ligninu a se

skuteCnosti, Ze vétSina perzistentnich organickych polutantl jsou latky s aromatickymi



strukturami. Bylo potvrzeno, Ze katabolické enzymy, které houby vyvinuly pro ptistup k
celuldzovym a hemicelulézovym vldknlim obsazenym v drevéné strukture, jsou schopny
rozkladat Sirokém spektrum aromatickych znecistujicich latek. V této souvislosti je na obrazku
1 uveden prehled mechanism(, které pouZzivaji ligninolytické a neligninolytické houby k

napadeni jak lignoceluldzy, tak i organickych kontaminanta.
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Obrazek 1. Obecné schéma mechanism( hub podilejicich se na rozkladu organickych polutant(

(upraveno dle Covino a kol., 2016)

Prvni poznatky o degradaci aromatickych polutantli houbami byly ziskany pred 50 lety
(Anastasi a kol., 2013), kdy byl sledovan potencial odstranéni chlorofenolu houbou rostouci
na impregnovaném dievu (Duncan a Deverall, 1964). Ve stejném obdobi byla poprvé popsana
i tzv. "kerosenova houba" Cladosporium resinae izolovana z palivovych nadrzi (Hendey 1964).
Avsak skute¢nym impulzem, ktery vedl ke vzniku nového oboru bioremediace, byly studie

modelové houby bilé hniloby Phanerochaete chrysosporium. Ve skutecnosti se ligninolyticky



druh P. chrysosporium stal predmétem zajmu nékolika védcl v ¢asnych osmdesatych letech a
LiP ze stejné houby byla poprvé charakterizovana v roce 1984 (Tien a Kirk, 1984). Na zakladé
schopnosti P. chrysosporium degradovat chlorované vedlejsi produkty procesu kraftového
rozvlaknovani ligninu Bumpus a kolegové (1985) prokazali o rok pozdéji schopnost stejné
houby rozkladat (a ¢astecné mineralizovat) skupinu perzistentnich organickych polutant(,
konkrétné polychlorované bifenyly (PCB), polychlorované dibenzodioxiny (PCDD), lindan, 1,1-
bis (4-chlorfenyl)-2,2,2-trichlorethan (DDT) a benzo[a]pyren. Od té doby zacalo intenzivni
obdobi vyzkumu bioremediacniho potencidlu P. chrysosporium a dalsich difevokaznych hub
(Hammel, 1995, Rabinovich a kol. 2004, Harms a kol., 2011). V souvislosti s touto
problematikou byl poprvé pouzit termin "mykoremediace" vyznamnym mykologem Paulem
Stametsem, ktery takto konkrétné pojmenoval pouZziti houbového mycelia a fungalnich
enzymU v bioremediaci. Vétsina studii tykajicich se remediaci houbami brala v dvahu hlavné
lignin degradujici houby, pfi¢emzZ typickymi cilovymi matricemi byly pady a sedimenty
kontaminované perzistentnimi aromatickymi polutanty jako jsou konzervaéni prostfedky na
drevo, produkty ziskané z ropy, vybusniny, dielektrické kapaliny, pesticidy a dalsi ¢clovékem
vytvorené chemické produkty (Mougin, 2002; Baldrian, 2008; Cerniglia and Sutherland, 2006;
Cajthaml and Svobodova, 2012).

Nékteré fyziologické a biochemické vlastnosti ligninolytickych hub z nich ¢ini potencialné
vhodné kandidaty pro bioremediaci pUdy. Jak jiz bylo uvedeno, produkuji velké mnoZstvi
oxidativnich enzym(, zejména Lac, LiP a MnP, které vykazuji velmi nizkou substratovou
specifitu a diky své aktivité v extraceluldarnim prostredi jsou schopny atakovat tézko biologicky
dostupné kontaminanty za pomoci nespecifickych radikalovych reakci. Kromé
extracelularniho systému maji stejné jako ostatni eukaryota intracelularni enzymaticky systém
zahrnujici CYP450 monooxygendzy (Crednar & Petri¢, 2011). Tento systém se vyskytuje u
vsech eukaryotickych organismi a reguluje prevaziné biokonverzi hormont, detoxikaci lékl a
xenobiotik (Bernhardt, 2006). U dfevokaznych hub bylo prokazano, Zze CYP450 se rovnéz stejné
jako ligninolyticky aparat podili na transformaci xenobiotik (van den Brink a kol., 1998).
Ligninolytické houby produkuji prostorové rozmanity mycelidarni systém, ktery také zvysuje
pravdépodobnost kontaktu s polutanty (Novotny a kol., 1999). Zajimavym jevem je rovnéz
moznost prenosu degradacnich bakterii na houbovych hyfach, tzv. ,fungal highways”

(Kohlmeier a kol., 2005). Ligninolytické houby jsou také c¢asto schopny tolerovat vysoké



koncentrace organickych kontaminantl a tézkych kovl s malym ucinkem na vlastni
enzymatické aktivity (Baldrian a kol., 2000; Baldrian, 2003, Tuomela a kol., 2005). Navzdory
svym mimoradnym degradacnim schopnostem drtiva vétsina hub nevyuZziva znecistujici latky
jako zdroj uhliku a energie podobné jako bakterie, s vyjimkou nékterych neligninolytickych

hub. Z tohoto dlvodu se lignoceluldzové materialy pouzZivaji jako substrat umoznujici rtst hub.

V nasledujicich kapitolach jsou uvedeny principy a mechanismy rozkladu perzistentnich
organickych polutantl a dalSich nové se objevujicich organickych mikropolutantt

ligninolytickymi houbami a rovnéz nékteré aplikace smérujici k praktickému vyuziti.

6. Fungalni biodegradace organickych polutantt
6.1. Polycyklické aromatické uhlovodiky

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) patii mezi nejrozsifenéjsi organické polutanty.
Prestoze vznikaji i pfirozenymi procesy, jejich nejvétsim zdrojem je antropogenni spalovani
fosilnich paliv a biomasy. Chemicky se PAU skladaji ze dvou nebo vice kondenzovanych
benzenovych kruh( usporadanych v linedrnim nebo ve shlukovém usporadani. Nékolik ¢lent
této tridy, napf. benzo[a]anthracen, chrysen a benzo[a]pyren, bylo zafazeno mezi hlavni
znecistujici latky vzhledem k jejich toxickym, mutagennim a karcinogennim vlastnostem
(Haritash a Kaushik, 2009). Perzistence PAU v prostiedi je dana predevsim jejich
hydrofobicitou, toxicitou a odolnosti vic¢i mikrobidlnimu rozkladu, kterd se znacné zvysSuje s

rostouci molekulovou hmotnosti PAU.

PAU jsou zdaleka nejvice studované kontaminanty z hlediska moznosti jejich biologického
1t elektrond na koplandrni struktufe a pocatecni zaclenéni kysliku do aromatického kruhu
predstavuje klicovy krok transformace PAU aerobnimi organismy. ZpUsob, ktery obecné houby
pouZivaji k transformaci PAU, je stejny jako u jinych eukaryot. V prvni fazi dochazi k oxidaci
PAU na trans-dihydrodioly intracelularnimi enzymy (CYP450 monooxigendzy a epoxidova
hydroldza), v druhé fazi ke konjugacnim reakcim zprostfedkovanym transferdzami. Tato
detoxifikacni reakce byla poprvé popsana u Cunninghamella elegans Cernigliou a

spolupracovniky (1977). Stejny autor pak pouZil tento druh jako modelovy organismus pro
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dalsi degradacni studie PAU, pfri kterych byly identifikovany dihydrodioly, chinony a fenoly
(Cerniglia, 1997). Studie Bumpuse a spolupracovnikd (1985) popisujici schopnosti houby P.
chrysosporium degradovat PAU pfitahla k ligninolytickym houbam a jejich extracelularnimu
enzymatickému sytému pozornost mnoha vyzkumnych skupin. Nasledné bylo prokazano, ze
nékolik dalSich rodl ligninolytickych hub, jako jsou Trametes, Pleurotus, Bjerkandera, Irpex,
Phlebia, Nematoloma a Lentinus, metabolizuje PAU ucinné za modelovych podminek v
kapalné kultufe nebo v ptidé (Bhatt a kol., 2002 — publikace 2; Cajthaml et al, 2008 — publikace
3; Sack a kol., 1997; Pointing, 2001; Giubilei a kol., 2009; Novotny a kol., 2009; Baldrian, 2008;
Covino a kol., 2010a,b,c — publikace 10,11,12).

Navic se ukazalo, Ze PAU mohou byt oxidovany za podminek in vitro za pouziti Lac a peroxidazy
z ligninolytickych hub (Hammel a kol., 1986; Majcherczyk a kol., 1998; Eibes a kol., 2006 —
publikace 16; Baborova a kol., 2006 — publikace 1; Covino a kol., 2010a) a Ze pouZiti redoxnich
mediatord muizZe zvysit rychlost rozkladu PAU stejné jako rozsifeni spektra substrat(
oxidovanych témito katalyzatory (Sack a kol., 1997; Johannes a Majcherczyk, 2000; Camarero
a kol., 2008; Cafias a Camarero, 2010; Covino a kol., 2010a). Také se ukazalo, Ze systém
monooxygenazy CYP450 a epoxidové hydrolazy se mizZe ucastnit pocatecniho rozkladu PAU i
v ligninolytickych houbach (Bezalel a kol., 1997; Cajthaml a kol., 2008). Pfi pouZiti sloucenin
znaenych pomoci #C bylo prokdzano, Ze ligninolytické houby jsou schopny uplné
mineralizovat PAU na oxid uhli¢ity (Bumpus a kol., 1985; Bezalel a kol., 1996a; Wolter a kol.,
1997; Sack a kol., 1997). Nicméné produkty Stépeni aromatickych kruhl PAU houbami nebyly
dostate¢né popsany. Hammel a spolupracovnici (1991) ukdzali, Ze druh P. chrysosporium je
schopen rozlozit antracen na kyselinu ftalovou. Bezalel a spolupracovnici (1996b) publikovali
mechanismus produkce kyseliny 2,2'-bifenyldikarboxylové z fenanthrenu. Tito autofi
aavrhlizjistli, Ze CYP450 z Pleurotus ostreatus se Ucastnil transformace fenanthrenu, coz
umoznilo dalsi reakce a otevieni aromatického kruhu. Moen a Hammel (1994) dokumentovali
tvorbu kyseliny 2,2'- bifenyldikarboxylové z fenanthrenu v dusledku lipidové peroxidace
pomoci MnP, zatimco jini autofi detekovali produkty Stépeni aromatického kruhu
acenaftylenu a acenaftenu po inkubaci s Lacizolovanou z Trametes versicolor (Johannes a kol.,
1998, Majcherczyk a kol., 1998). O nékolik let pozdéji Cajthaml a spolupracovnici (2002 —
publikace 4) identifikovali nékolik metabolitd PAU v axenické kultute Irpex lacteus, ke které

byl pfidan fenanthren, anthracen, fluoranthen a pyren. Detekce produktl Stépeni
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aromatickych kruh( a dihydrodiold PAU posilila hypotézu, Ze ligninolytické houby pouZzivaji jak
systém CYP450 tak i extraceluldrni ligninolytické enzymy. Baborova a spolupracovnici (2006)
nejen potvrdili, Ze purifikovany enzym MnP z I. lacteus mGze rozkladat rekalcitrantni zastupce
PAU, ale také, Ze muze Stépit benzenovy kruh za vzniku 2-(2'-hydroxybenzoyl)-benzoové
kyseliny. Stejnda cesta, jaka byla navriena pro anthracen, byla také navriena pro
benzo[a]anthracen s dlirazem na prechodné produkty obsahujici dva aromatické kruhy, napr.
1,4-naftalendion, 1,4-naftalendiol a 1,2,3,4-tetrahydro-1-hydroxynaftalen (Cajthaml a kol.,
2006 — publikace 5). Rozkladné produkty metabolické drahy benzo[alanthracenu u I. lacteus

jsou uvedeny na obrazku 2.
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Obrazek 2. Biodegradace benzo[a]anthracenu ligninolytickou houbou /. lacteus (upraveno Cajthaml a
kol. 2006).

Ligninolytickd houba P. ostreatus, znama jako hliva Ustficna, patii k nejucinnéjSim
rozklada¢lim PAU (Bezalel a kol., 1996b, Wolter a kol., 1997). V experimentu, kdy byla
péstovana v pritomnosti nékolika PAU (benzo[a]pyren, pyren, fluoren, fenanthren, antracen),
se prokazala jejich metabolizace a mineralizace. Hlavnimi identifikovanymi produkty rozkladu
PAU byly fenantren trans-9,10-dihydrodiol a kyselina 2,2'-bifenyldikarboxylova, pyren trans-
4,5-dihydrodiol, anthracen-trans-1,2-dihydrodiol a 9,10-antrachinon. Ve studii byla tato
houba schopna v pritomnosti otrubovych vloCek rozlozit fenanthren, anthracen a pyren v
rozsahu 50%, 92% a 35% za 5 dnU (Pickard a kol., 1999). Schiitzendubel a kol. (1999) zjistili, Ze
ligninolticky druh houby Bjerkandera adusta odstranil 56% fluorenu a 38% anthracenu 3 dny
po pridani téchto PAU do houbovych kultur, zatimco P. ostreatus rozlozil 43% a 60% téchto
sloucenin. Ostatni PAU byly rozloZzeny v mensi mire. Zjisténé metabolity patfily vétSinou mezi

karbonylové slouceniny (Schiitzendiibel a kol., 1999).

Dalsi ligninolyticka houba s pozoruhodnymi schopnostmi rozkladu PAU je Lentinus tigrinus
(Valentin a kol., 2006; Covino a kol., 2010a,b). Bez ohledu na koncentraci dusiku v kultivacnim
médiu byla tato houba schopna odstranit az 97% smési sedmi PAU se tfemi az péti
kondenzovanymi benzenovymi kruhy. Kromé toho bylo prokazano, ze izolované ligninolytické
enzymy (Lac a MnP) z L. tigrinus Gc¢inné rozkladaji jednotlivé zastupce PAU za podminek in
vitro, bud' v pfitomnosti a nebo bez pfitomnosti redoxnich mediator( s nizkou molekulovou
hmotnosti. Ukazalo se, Ze MnP vykazuje Sirsi rozsah substratl PAU a rychlejsi oxidaci neZ Lac
produkovand stejnym kmenem této houby. V degradacni studii srovnavajici L. tigrinus a I.
Lacteus odstranil L. tigrinus v kontaminované pldé a v kreosotovém dievu PAU ve vyssi mire
nez I. lacteus (Covino a kol., 2010b). Navic Valentin a spolupracovnici (2006) prokazali, ze L.
tigrinus, I. lacteus a B. adusta jsou schopny rust a degradovat PAU v plidé z mokfadu s vysokou

salinitou.

V pripadé druhl hub rozkladajicich opad, které jsou rovnéz nékdy v literature pocitany mezi
ligninolytické houby, bylo ukdzano, Ze mohou mit i vétsi aplika¢ni potencidl pro
mykoremediaci kontaminované plGdy neZ houby bilé hniloby, a to predevsim diky jejich

schopnosti konkurovat piitomné padni mikrofléfe (Sasek 2003, Steffen a kol., 2007). Vedle
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publikace tykajici se rozkladu benzo[a]pyren pomoci houby Marasmiellus troyanus (Wunch a
kol., 1999) proved| prvni rozsahly screening potencialu rozkladu PAU houbami rozkladajicimi
opad Gramss s kolegy (1999). Zajimavé vysledky byly dosazeny pfi odstrafiovani smési péti
zastupcld PAU dvéma houbami, jmenovité Gymnophilus sapineus a Agrocybe praecox (92% a
90%, po 14 dnech). Steffen a spolupracovnici (2002) publikovali vysledky biotransformace PAU
pomoci deviti riznych druhd hub v modelovych kapalnych systémech a soubézné hodnotili
rozsah mineralizace *C-benzo[a]pyrenu. Vysledky ukazaly, Ze vSechny houby byly schopny
oxidovat PAU, pficemz dva druhy pattici do rodu Stropharia (Stropharia coronilla a Stropharia
rugosoannulata) vykazaly podstatné lepsi vysledky. Autofi také prokazali pozitivni korelaci
mezi pfidavkem Mn?*, aktivitou MnP a celkovym rozkladem a mineralizaci PAU (Steffen a kol.,
2002). V dusledku toho MnP z S. coronilla purifikovali a inkubovali za podminek in vitro s *4C-
benzo[a]pyrenem. Vysledky potvrdily zapojeni tohoto enzymu do mineralizace
benzo[a]pyrenu. Navic oba vySe uvedené druhy rodu Stropharia byly nejucinnéjsimi rozkladaci
PAU i vuméle kontaminované padé (Steffen a kol., 2007). Dale bylo ukazano, Ze Lac z houby
Marasmius quercophilus rozklada PAU, ale pouze ty s ionizacnim potencialem nizsim nez 7,55
eV, tj. anthracen a benzo[a]pyrenem (Farnet a kol., 2009). Pokud jde o rozklad PAU v redlnych
kontaminovanych prostiedich, byla v laboratornim méfitku testovana houba hnojnik obecny
(Coprinus comatus) v mykoremediacnim experimentu, ktery byl zaméren na pldu a dfevo
kontaminované (impregnované) kreosotem. Bez ohledu na pouzity lignoceluldzovy substrat
byla ucinnost rozkladu PAU této houby podobna jako u zastupcl hub bilé hniloby (Dichomitus
squalens a P. ostreatus). Nékteré PAU s vysokou molekulovou hmotnosti byly degradovany
houbou C. comatus ve vétsim rozsahu, nez byl odhad jejich teoretické biologické dostupnosti

(Covino a kol., 2010c).
6.2. Polychlorované bifenyly

Polychlorované bifenyly (PCB) jsou syntetické slouceniny, jejichz struktura sestava z bifenylové
molekuly substituované jednim az deseti atomy chloru. Celd skupina PCB obsahuje 209 tzv.
kongener(l. V minulosti byly smési PCB Siroce pouzivany v fadé prlimyslovych aplikaci pro
jejich tepelnou a chemickou stabilitu a dielektrické vlastnosti. V dlsledku jejich rozsahlého
pouZivani dochazelo ke kontaminaci Zivotniho prostfedi bud” ndahodnym unikem a nebo
nevhodnym zplsobem likvidace odpadd. Vzhledem k vysSe uvedené stabilité jsou PCB stale

pritomny v fadé lokalit, kde byly vyrabény, ackoliv jejich pouziti bylo omezeno jiz ddvno (napf.
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v CSSR byly zakazany roku 1984). A7 posléze se ukdazalo, 7e PCB, plvodné povaZované za
bezpecné latky, jsou teratogenni, karcinogenni a narusuji endokrinni systém organisma.
Uginky téchto xenobiotik jsou iroce popséany v literatufe (Crinnion a kol., 2011; Helmfrid a
kol., 2012; Kramer a kol.,, 2012; El Majidi a kol., 2013), zejména u koplanarnich PCB
(nesubstituovany v polohach ortho), které vykazuji podobné vlastnosti jako dioxiny (US
Environmental Protection Agency, 2000; Van den Berg a kol., 2006). PCB jsou dnes povazZovany

za jedny z nejnebezpecnéjSich kontaminujicich latek na svété.

Existuje nékolik ucinnych fyzikdlné-chemickych metod pro dekontaminace lokalit
kontaminovanych PCB, nicméné tyto metody jsou zaloZzeny na vyuziti velmi drastickych
podminek, kdy napfiklad dochazi k destrukci pldy (incinerace) a tyto metody jsou navic velmi
nakladné. PouZiti biologickych systémU predstavuje ekonomicky uUnosnou a Setrnou
alternativu ktémto béiné pouzivanym tepelnym a fyzikdlné-chemickym technologiim

(Passatore a kol., 2014).

V literature se vyskytuje mnohonasobné vice praci popisujicich bakteridlni degradaci PCB ve
srovnani s degradaci PCB houbami. Bakterie maji pro rozklad PCB fadu mechanismu a nékolik
z nich je velmi detailné popsano. V anaerobnich podminkdach mohou bakterie vyuzivat
organicky vazany chlor jako akceptor elektronl (chlororespirace) a preménit PCB na méné
chlorované kongenery, zatimco aerobni bakterie mohou metabolizovat nizsi chlorované
bifenyly pomoci tzv. bifenylové drahy (Pieper, 2005; Field a Sierra-Alvarez, 2008). Tento
kometabolicky proces vsak vede k tvorbé chlorbenzoovych kyselin, které nejsou ddle
transformovany stejnymi bakteriemi. | velmi nizkd koncentrace téchto metabolitl plsobi
inhibi¢ni zpétnou vazbu na cestu horni bifenylové degradace, coz vede k narueni nebo
zpomaleni procesu biotransformace PCB jako celku. Navic je celd bifenylova draha obvykle

indukovana pritomnosti bifenylu (Adebusoye a kol., 2008, Furukawa a Fujihara, 2008).

Vzhledem k Sirokym transformacnim schopnostem ligninolytickych hub bylo testovano velké
mnozstvi druh(Q patficich do oddéleni Basidiomycota v laboratornich modelovych
kapalinovych systémech z hlediska jejich schopnosti rozkladu technickych smési PCB nebo
jednotlivych kongenerG PCB. Rada praci se vénuje zejména modelovému druhu P.
chrysosporium (Eaton, 1985; Thomas a kol., 1992; Vyas a kol., 1994; Yadav a kol., 1995; Kamei
a kol., 2006a), dale pak T. versicolor (Zeddel a kol., 1993; Vyas a kol., 1994; Cloete a Celliers,
1999), Lentinus edodes (Ruiz-Aguilar a kol., 2002), P. ostreatus (Kubatova a kol. 2001;
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Cvancarovd a kol., 2012 — publikace 13) Grifola frondosa (Seto a kol., 1999), Coriolopsis
polyzona (Vyas a kol., 1994; Novotny a kol., 1997), Phlebia brevispora (Kamei a kol., 2006b), B.
adusta (Beaudette a kol., 1998; Cvanc&arova a kol., 2012), . lacteus a Phanerochaete magnoliae

(Cvanéarova a kol., 2012).

Vsechny tyto studie potvrdily, Ze ucinnost rozkladu vyrazné klesa se zvysujicim se obsahem
chloru. Napriklad pro P. chrysosporium byla zaznamenana zanedbatelnd mineralizace
jednotlivych tetra- a hexa-chlorbifenylt (Dietrich a kol., 1995), zatimco uroven rozkladu
vyrazné vzrostla pro trichlorované a dichlorované kongenery. Podobné trendy byly
pozorovany také u technickych smési PCB. Naptiklad Yadav a spolupracovnici (1995) ukazali,
Ze houba P. chrysosporium byla schopna odstranit 61%, 31% a 18% sumy smési PCB Aroclor

1242, 1254 a 1260 (chlorace - 42, 54 a 60%) za 30 dnu.

Navic bylo prokazano, Ze nékteré druhy hub (napf. P. ostreatus) umi selektivné odstranit
kongenery PCB a preferuji slouceniny s atomem chloru v ortho> meta> para poloze (Kubatova
a kol.,, 2001 Moder et al, 2005 — publikace 20), zatimco jiné (napf. P. chrysosporium)
nevykazovaly Zadnou zfetelnou specificitu z hlediska polohy chlorového substituentu (Yadav

a kol., 1995).

Rada studii se zabyvala interpretaci mechanismu rozkladu PCB ligninolytickymi houbami.
Nékteré prace ukazaly, Zze purifikované extracelularni fenoloxidazy a peroxidazy nebyly
schopné oxidovat kongenery PCB (Beaudette a kol., 1998; Krémar a kol., 1999; Takagi a kol.,
2007). Napfriklad Krémar a kol. (1999) provedli biodegradacni experiment s technickymi
smésmi PCB obsahujicimi nizko a vysoko chlorované kongenery (Delor 103 a Delor 106) za
pouziti mycélia P. chrysosporium, nepurifikované extracelularni tekutiny a purifikovanych MnP
a LiP. Byl pozorovan pokles koncentrace PCB po 44 hodinach expozice myceliu (74%) nebo
surové extraceluldrni kapaliné (60%), zatimco MnP a LiP izolované z extracelularni kapaliny

nevykazaly zadny rozklad.

Na zakladé identifikace produktl transformace PCB v kapalnych kulturdch hub byla vytvorena
hypotéza o zapojeni jak extraceluldarniho ligninolytického systému, tak intracelularniho
systému CYP450 v procesu rozkladu PCB (Kamei a kol., 2006a; Kamei a kol., 2006b; Cvan&arova
a kol., 2012). V tomto ohledu byly provedeny dalsi studie, které dokazuji, Ze ligninolytické

enzymy byly schopny otevfit aromaticky kruh nékterych meziprodukt( rozkladu PCB, jako jsou
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jejich hydroxylované derivaty, které jsou pravdépodobné produkovany systémem CYP450

(Keum a kol., 2004; Takagi a kol., 2007; Kordon a kol., 2010).

Kamei a spolupracovnici (2006a) zkoumali produkty transformace 4,4'-dichlorbifenylu
v kulture P. chrysosporium ve snaze zjistit mechanismus rozkladu. Methoxylované a
hydroxylované derivaty PCB byly detekovany v tekutych kulturach P. chrysosporium, a proto
vznikla hypotéza o participaci cytochromu CYP450 v procesu rozkladu. PFidani
piperonylbutoxidu, coby typického inhibitoru CYP450 do houbovych kultur, inhibovalo
produkci hydroxylovanych metabolit(, coz dale podporuje plvodni hypotézu. Chlorbenzoové
kyseliny, chlorbenzaldehydy a chlorbenzylalkoholy byly rovnéz identifikovany jako produkty
rozkladu PCB. Cvandarovd a kolegové (2012) dokumentovali tvorbu chlorbenzoat(i z
hydroxylovanych PCB a navrhli icast dalSich redukénich mechanism(. Jakmile CYP450 oxiduje
aromatickou strukturu PCB, stépeni kruhu mUzZe byt zprostfedkovano jinymi enzymatickymi
systémy (Cajthaml a kol., 2006; Cvancarovd a kol., 2012). Nasledné moZe redukéni
mechanismus plsobit na karboxylovou skupinu chlorbenzoat(i vedouci k tvorbé chlorovanych
aldehydu a alkoholl (Muzikar a kol., 2011 — publikace 21; Stella a kol., 2013 — publikace 22).
Prehled pribéhu rozkladu PCB u ligninolytickych hub, véetné tvorby a dalsi biotransformace

chlorbenzoatq, je uveden na obrazku 3.

Pfes slibné vysledky dosazené v modelovych kapalnych kulturach jen malo studii prokazalo
schopnost ligninolytickych hub rozkladat chlorované bifenyly bud v uméle kontaminované
pudé (Zeddel a kol., 1993, Kubatova a kol., 2001) nebo v redlnych kontaminovanych ptdach
(Borazjani, 2005; Federici a kol., 2012). Pokud jde o historicky znelisténé prostredi, nedavna
studie prokazala, Ze bioaugmentacni test zaloZzeny na poutziti houby L. tigrinus inkubované na
kukuFi¢né fezance dosahl zhruba 34% rozkladu smési Aroclor 1260 a 23% dechlorace za 60

dnl (Federici a kol, 2012).

Stella a kol. (2017 — publikace 23) testovali rozsahle pouziti druh( P. ostreatus a I. lacteus pro
degradace PCB v redlné kontaminované p(idé ze skladky v obci Lhenice (CR). Experimenty byly
provadény v mikrokosmech s hmotnostnim pomérem sldmového substratu s pudou 1:5.
Kromé degradace PCB byly sledovany transformacni produkty, biodostupnost PCB, toxicita a
pomoci sekvenaci DNA i zmény ve sloZeni pfitomné mikroflory. Nejlepsi vysledky ve srovnani
s biostimulacnimi usporadanimi byly zaznamendny v ptipadé augmentace pfi pouziti P.
ostreatus, kdy doslo k Ubytku 19%, 41% a 51% z podpovrchové, povrchové a rhizosferni pldy
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ze zminéné skladky. Vysledky sekvenaci DNA pritomné mikroflory ukazaly, Ze v pripadé P.
ostreatus sice doSlo k mensim zménam ve sloZeni bakteridlni komunity, ale celkova biomasa
bakterii vzrdstala. Na druhou stranu P. ostreatus netoleroval ostatni houbové druhy. Vysledky

potvrdily, Ze P. ostreatus je vhodny druh pro dalsi testovani z hlediska moznych aplikaci

v mykoremediacich.
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Obrazek 3. Degradacni draha PCB rozkladanych ligninolytickou houbou P. ostreatus (upraveno dle
Cvancarova a kol., 2012; Muzika¥ a kol., 2011; Cajthaml 2015).

Zavérem lze konstatovat, Ze i pres velky pocet studii tykajicich se biodegradaci PCB
ligninolytickymi houbami je pfed moznou praktickou aplikaci zapotfebi dalSiho vyzkumu
fyziologickych a biochemickych vlastnosti hub. Kromé toho, jak bylo navrzeno v nedavné studii
(Stella a kol., 2015 — publikace 24), je pro vyvoj ucinného zpUsobu sanace prostredi
kontaminovanych PCB zaloZzeného na remediaci houbami nezbytné nutné komplexni
hodnoceni fyzikalné-chemickych faktort (tj. interakce PCB s organickou hmotou v pladé) a

biologickych faktoru (tj. interakce s prirozenymi mikroorganismy v padé).
6.3. Chlorbenzoové kyseliny

Chlorbenzoové kyseliny predstavuji dalsi skupinu latek znecistujicich Zivotni prostredi. Ackoliv
se jedna o velmi toxické a perzistentni latky, které se rovnéz drive pouZivaly v rdznych
ptipravcich (napf. herbicidy), tyto Idtky sami nepredstavuji zasadni problém. Jako
problematické byly identifikovany z hlediska jejich vzniku pfi bakterialnich transformacich PCB
v aerobnich podminkach (Fieldem a Sierra-Alvarezem, 2008). Béhem tohoto procesu maji
chlorbenzodty tendenci se hromadit jako vysledny produkt (tzv. dead-end metabolit), ktery
pUsobi jako inhibitor horni bifenylové drahy, a proto omezuji dalsi transformaci PCB (Pieper a
kol., 2005; Adebusoye a kol., 2008). Vzhledem k jejich vyznamné rozpustnosti ve vodé jsou
chlorbenzoaty charakterizovany mobilitou, ktera je o nékolik radd vyssi nez u PCB. Kromé toho
nékteré z chlorbenzoatl jsou vysoce toxické pro vodni organismy (Lee a Chen, 2009), vykazuji
genotoxicitu vaci vyssim rostlinam (Gichner a kol.,, 2008) a pUsobi jako latky narusujici

endokrinni systém (Svobodova a kol., 2009).

Pocet publikaci, které se zabyvaji rozkladem chlorbenzodatd houbami, je velmi omezeny. Byly
testovany cCtyri ligninolytické druhy (P. chrysosporium, P. ostreatus, T. versicolor,
Heterobasidion annosum) a dva ektomykorhizni druhy hub (Paxillus involutus, Suillus bovinus)
z hlediska moznosti rlstu v riiznych koncentracich kyseliny 3-chlorbenzoové (0.1, 1 and 3 mM)
a schopnosti zpUsobit jeji rozklad za 4 tydny (Dittmann a kol.,, 2002). Dokonce i nizké
koncentrace kyseliny 3-chlorbenzoové vedly k signifikantnimu snizeni rlGstu obou

ektomykorhiznich kmenQ a P. chrysosporium, zatimco rast P. ostreatus, T. versicolor a H.

19



annosum nebyl ovlivnén. Tato studie zejména ukazala, Ze schopnost skupiny ligninolytickych
hub rist v pfitomnosti kyseliny 3-chlorbenzoové koreluje s vy$si mirou degradace dosazené

na konci inkubacni doby.

Muzikar a spolupracovnici (2011) provedli komplexnéjsi studii zabyvajici se rozkladem
chlorbenzoatl pomoci hub. U osmi zastupc( ligninolytickych hub (/. lacteus, B. adusta, P.
chrysosporium, P. magnoliae, P. ostreatus, T. versicolor, Pycnoporus cinnabarinus a D.
squalens) byla testovana schopnost rozkladu smési dvanacti chlorbenzoati (mono-, di- a tri-
chlorované) jak za modelovych podminek v kapalném médiu, tak v uméle kontaminované
padeé. V tekutych médiich byly /. lacteus, P. cinnabarinus a D. squalens nejucinnéjsimi houbami
pokud jde o degradaci a snizeni akutni toxicity, zatimco /. lacteus a P. ostreatus byly
nejucinnéjsi v plidé. Analyza rozkladnych produktli odhalila, Ze byly produkovany methoxy a
hydroxy derivaty spolecné s redukovanymi formami pdvodnich kyselin (benzaldehydy a
benzylalkoholy) a byl navrzen obecny pribéh rozkladu. Nicméné mechanismus, kterym
jednotlivé enzymy mohou degradovat chlorbenzoaty, nebyl zcela objasnén. Nasledné byla
studovana ze stejného hlediska houba L. tigrinus (Stella a kol., 2013). In vivo degradacni
experiment ukazal, Ze tento organismus byl schopen transformovat vétsinu cilovych zastupct
chlorbenzodtd v pribéhu 20 dn0 inkubace s vyjimkou 2,6-dichlorbenzodtu, 2,3,6-
trichlorbenzoatu a 2,4,6-trichlorbenzoatu. Autofi navrhli, Ze rekalcitrance téchto latek muze
byt zplsobena sterickou pfekazkou dvou chlorovych substituentl sousedicich s karboxylovou
skupinou a schopnosti halogen( ovliviiovat reaktivitu aromatické slouceniny. K ziskani
poznatkll o mechanismu rozkladu chlorbenzodatli pomoci L. tigrinus byly provadény in vitro
experimenty jak s extracelularnimi enzymy (Lac a MnP), tak s intracelularnim materialem
(mikrozomalni ¢ast obsahujici CYP450 monooxygenazu) izolovanym z kultur L. tigrinus. Lac a
MnP se neucastnily pocatecnich krokl transformace, dokonce ani v pfitomnosti ucinnych
redoxnich mediatord, zatimco CYP450 chlorbenzodty oxidoval. Uloha, kterou hral CYP450 pfi
rozkladu chlorbenzodtd v podminkach in vitro, byla potvrzena nutnou pfitomnosti NADPH v
prabéhu reakce a moznosti inhibice piperonylbutoxidem a oxidem uhelnatym (Stella a kol.,
2013). Navic detekce hydroxylované kyseliny chlorbenzoové déle prokdzala Ucast systému

CYP450 v pocatecnich krocich biokonverze chlorbenzoat(i touto houbou.
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6.4. Chlorované dioxiny a furany

Polychlorované dibenzo-p-dioxiny (PCDD) jsou skupina polyhalogenovanych organickych
sloucenin, které se skladaji ze dvou benzenovych kruh( spojenych dvéma kyslikovymi mustky
(dibenzo-1,4-dioxin) s jednim nebo nékolika chlorovymi substituenty. Polychlorované
dibenzofurany (PCDF) predstavuji skupinu organickych latek s vlastnostmi a chemickou
strukturou podobnou PCDD, kde dioxinovy strukturni motiv je nahrazen furanem. PCDD a
PCDF jsou uvolniovany do Zivotniho prostredi jako vedlejsi produkty primyslovych procesd,
véetné spalovani odpadu, chemického primyslu a vyroby pesticidi. Vzhledem k jejich
lipofilnim vlastnostem se kumuluji v téle lidi i ZivocichQl a zpUsobuji vyvojové poruchy a
nadorova onemocnéni (Huff a kol., 1980). Z tohoto divodu byly ve Stockholmské umluvé

uvedeny mezi nejvice perzistentni nebezpecéné organické znecistujici latky.

U nékterych druhl ligninolytickych hub, jmenovité P. chrysosporium, Panellus stypticus,
Phlebia sp. a Bjerkandera sp., byly pozorovany schopnosti rozkladat dioxiny. Mineralizace
PCDD houbou P. chrysosporium byla prokdzdna jiz v roce 1985 (Bumpus a kol., 1985), ovsem
bez objasnéni mechanismu. Pozdéji Valli a kol. (1992) prokazali, Ze kmen houby P.
chrysosporium rozloZil za tzv. ligninolytickych podminek (dusikem limitovanych podminek)
50% 2,7-dichlorodibenzo-p-dioxinu (2,7-diCDD), zatimco pouze 10% se rozloZilo za
neligninolytickych podminek, ¢imzZ bylo naznaceno zapojeni LiP a MnP, které produkuje tato
houba spise za dusikem limitovanych podminek. Navrhovany pribéh pro transformaci 2,7-
diCDD zahrnoval oxidacni stépeni 2,7-diCDD pomoci LiP, coz vedlo k tvorbé 4-chlor-1,2-
benzochinonu a 2-hydroxy-1,4-benzochinonu. Hydrochinony nebo katecholy byly
produkovany oxidaci zprostfedkovanou LiP a/nebo MnP a nasledovala metylace vedouci k
tvorbé methoxybenzend. Je zajimavé, Ze ackoliv P. stypticus neprodukuje ani LiP ani MnP,
muGzZe transformovat 2,7-diCDD. Tvorba 4-chlorkatecholu jako meziproduktu a inhibice
rozkladného procesu po pfidani piperonylbutoxidu naznacuji prlbéh rozkladu zahrnujici
CYP450 odlisny od mechanismu popsaného pro P. chrysosporium (Sato a kol., 2002). Stejné
degradacni mechanismy byly navrzeny pro nékolik druhl rodu Phlebia, které mineralizovaly
7% 4C-2,7-diCDD produkujice hydroxylované a methoxylované meziprodukty (Mori a Kondo,
2002a,b; Kamei a Kondo, 2005). Navic Kamei a spolupracovnici (2005) prokazali, Zze rGzné
druhy houby rodu Phlebia byly schopny rozlozit vyssi chlorované dioxiny, jako 2,3,7-triCDD,

1,2,8,9-tetraCDD a 1,2,6,7-tetraCDD. Nékolik zastupct rodu Bjerkandera bylo také zkoumano
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pro jejich schopnost transformovat PCDD. Produkce klicovych enzym(, které katalyzuji
preménu téchto znedistujicich latek, byla hodnocena bud v podminkach s dostateénym nebo
naopak nizkym mnoZstvim dusiku (Manji a Ishihara, 2004). Z testovanych kmen( byl
nejucinnéjsim rozkladacem 1,3,6,8-tetraCDD (21% pUvodniho obsahu odstranéno za 10 dni)
kmen Bjerkandera sp. MS325, ktery produkuje vysoké hladiny jak MnP tak LiP i za
neligninolytickych podminek. Z hlediska schopnosti rozkladat dibenzodioxiny byly dalsi
ligninolytické houby popsany v publikaci Pinedo-Rivilla a kol. (2009). Schopnosti hydroxylace
a metoxylace PCDD byly dokumentovany také u Trametes sp. CH2, Irpex sp. W3 a Pleurotus

pulmonarius (Yamaguchi a kol., 2007; Nam a kol., 2008).

Publikaci zabyvajicich se rozkladem PCDF ligninolytickymi houbami neni mnoho. Napfiklad
smés deseti tetra- aZz oktachlorodibenzofuran( s chlorovymi substituenty na aromatickych
kruzich v poloze 2-, 3-, 7- a 8- byla ¢astecné rozloZena stacionarnimi kulturami Phanerochaete
sordida YK-624 v prostiedi s nizkym obsahem dusiku. Pfi rozkladu byly detekovany 4,5-
dichlorokatechol a tetrachlorokatechol (Takada a kol., 1996). Phlebia lindtneri byla schopna
rovnéz rozlozit 2,8-diCDF produkujici hydroxy-diCDF (Mori a Kondo 2002b).

6.5. Nové se objevujici polutanty.

V poslednich letech se do popredi celosvétového zajmu dostala pfitomnost tzv. organickych
mikropolutantll ve vodnim prostfedi (tj. povrchovych vodach, podzemnich vodach a
zasobdarnach pitné vody) (Luo a kol., 2014). Vyvoj ucinnych a citlivych analytickych technik
umoznil detekci a kvantifikaci velkého mnozstvi cizorodych organickych chemikalii v Zivotnim
prostredi, a tak pfimél védeckou komunitu, aby povaZzovala tento typ kontaminace za téma,
které si zaslouZi pozornost (Santos a kol., 2010). Mikropolutanty, také nazyvané jako "noveé se
objevujici organické kontaminanty” (Gasser a kol., 2014), zahrnuji rozsdhlou a stdle se
rozsirujici skupinu latek zejména antropogenniho plvodu, které jsou detekovany ve stopovych
koncentracich (ng aZ pg na litr). Mezi typické mikropolutanty vyskytujici se ve vodé patti léCiva
a vyrobky osobni péce (PPCP z angl. Pharmaceuticals and Personal Care Products) jako jsou
antibiotika, protizanétliva léciva, cytostatika, dezinfekéni prostredky, beta-blokatory, UV-
filtry, vonné latky a dalsi slouceniny (Verlicchi a kol., Luo a kol., 2014). Dalsi nové identifikovana
skupina problematickych latek je charakterizovana schopnosti narusovat endokrinni systém,

tzv. endokrinni disruptory (ED). Do znacné miry se obé tyto skupiny prekryvaji. ED zasahuji do
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endokrinniho systému a mohou proto poskodit zdravi lidi a Zivocichl. Nejvice studovanymi a
detekovanymi ED jsou pfirozené hormony estron a 178-estradiol, synteticky estrogen 17a-
ethinylestradiol (EE2), priGmyslové slouceniny a aditiva nonylfenoly (NP), bisfenol A (BPA) a
také desinfekéni latka triclosan (Cajthaml a kol., 2009a — publikace 6). Kromé toho byly
popsany schopnosti narusit endokrinni systém také u PAU (Arcaro a kol.,, 1999), PCB,
chlorbenzoovych kyselin, PCDD a dalSich perzistentnich organickych polutantl. Tyto
dodatecné nalezené vlastnosti vysvétlily ¢astecné jejich toxické ucinky (Cajthaml, 2015 —
publikace 9). Schopnost naruSovat endokrinni systém je pravdépodobné nejzdsadnéjsi
negativni vlastnost mikropolutantl. Vyskyt nové se objevujicich organickych mikropolutantd
v Zivotnim prostredi je spojen s fadou negativnich ucinkl, zejména pokud jde o vodni
ekosystémy (viz nize). Pro regulaci Siteni vétSiny mikropolutantd vSak do dnesniho dne
neexistuji zadvazné pokyny a standardy. Pro malou skupinu mikropolutant( (napf. NP, BPA,
diethylhexyl ftalat-DEHP a diuron) jsou koncentracni limity v Zivotnim prostredi stanoveny ve
smérnici 2008/ 105/ES (European Parliament and The Council, 2008). Nonylfenol a nonylfenol-
ethoxylaty byly rovnéz kanadskou vladou uznany jako toxické latky (Canadian Environmental
Protection Act, 1999), ale dalsi problematické mikropolutanty, jako jsou latky z PPCP a latky
zasahujici do endokrinniho systému, nebyly dosud zahrnuty do seznamu regulovanych latek

(Luo a kol., 2014).

PfestozZe se vétSina mikropolutantd zasahujicich do endokrinniho systému nepovaZzuje za tolik
rekalcitrantni jako jsou perzistentni organické polutanty (napf. PAU, PCB, PCDD atd.), Siroké
pouziti a kontinuadlni pfisun nizkych koncentraci téchto kontaminantl do ekosystémua muze
vyvolat toxické ucinky v prostfedi (Santos a kol., 2010). Bylo prokazano, Ze nizké tzv.
environmentalné relevantni koncentrace cizorodych estrogenl zplsobuji "feminizaci"
samcich tkani a pfitomnost samicich reprodukcnich orgdnd u samcd spolu s dalSimi
dysfunkcemi reprodukénich systémUl zejména u mnoha vodnich Zivocichl (Liu a kol., 2009;
Santos a kol., 2010, Eggen a kol., 2014). Od ctyricatych let dvacdtého stoleti je pozorovan
pokles kvality spermatu a rostouci vyskyt rakoviny varlat u muzd, avsak pfima souvislost mezi
expozici latkami zasahujicimi do endokrinniho systému a projevy negativnich ucink( byla
prozatim prokazana pouze u modelovych organizmd (UNEP, 2012). Podobna je situace

v pfipadé fady védeckych studii uvadéjicich ucinky latek zasahujicich do endokrinniho systému
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a dalSich mikropolutant( v oblasti Zivotniho prostredi, které narusuji ¢innost Stitné zlazy (napf.

BPA, ftalaty a perfluorované chemikalie) (Boas a kol., 2012).

Nejvice, presto vSak nedostatecné prozkoumanou skupinou, kterd pravdépodobné
predstavuje nejvétsi riziko, jsou estrogenni ED oznaCované také jako xenoestrogeny. Typické
lidské ED s ucinkem podobnym estrogenu zahrnuji (NP, BPA a EE2). NP izomery se vyskytuji v
prostfedi hlavné jako degradacni produkty nonylfenol-polyethoxyldtu, ktery se v mnoha
pramyslovych procesech pouziva jako neionogenni povrchové aktivni latka. BPA je klicovym
stavebnim kamenem pro polykarbonatové plasty a epoxidové pryskyrice, ale pouziva se také
v fadé dalsSich materidld. Syntetické estrogeny, jako je EE2, se celosvétové pouzZivaji jako
peroralni antikoncepce. Nemetabolizovany EE2 a jeho konjugaty se nejprve vylucuji do
méstskych kanaliza¢nich systému a po netplném rozkladu v procesech ¢isténi odpadnich vod
dosahnou ekosystém0 povrchovych vod. Byla zdokumentovana schopnost vyse uvedenych
sloucenin vazat se na lidské receptory a zpUsobit poruchy endokrinniho systému (Cabana a

kol., 2007a).

6.6. Biodegradace ED houbami

Pocet védeckych publikaci zabyvajicich se rozkladem ED a dalSich mikropolutant(i ve vodé
houbami se v poslednich desetiletich neustdle zvy$uje. Rada takovych studii se soustiedila na
skupinu drevokaznych hub, zejména kvlli jejich schopnosti produkovat nespecifické
degradativni enzymy (Ashger, 2008; Cajthaml a kol., 2009a). Tyto silné biokatalyzatory atakuiji
fenolické Casti prfitomné v chemické struktufe mnoha estrogennich mikropolutant( (vazebni
motiv steroidnich hormonu), coz vede k tvorbé fenoxylovych radikall, které nasledné
podléhaji polymeracnim reakcim. Jakmile se vytvori dimery, tetramery nebo oligomery, je
celkova biologickd a endokrinni systém narusujici aktivita vyznamné snizena nebo uplné
odstranéna (Cabana a kol.,, 2007a; Cajthaml, 2015). Rovnéz byla prokdzana ucast
intraceluldrnich enzymatickych komplexu, jako je CYP450, podilejicich se na rozkladu nékolika
slou¢enin houbovymi kulturami (Marco-Urrea a kol., 2010a; Cajthaml, 2015). Vzhledem k
poctu a rozmanitosti slouCenin v této skupiné jsou nasledné ve stru¢ném prehledu

nejvyznamnéjsich védeckych publikaci uvedeny pouze nékteré ze studovanych sloucenin.
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Bylo zjisténo, Ze NP se velmi ucinné rozkladaji kulturami ligninolytickych hub a purifikovanymi
ligninolytickymi enzymy (viz. Corvini a kol., 2006; Cabana a kol., 2007a; Cajthaml a kol., 20093;
Cajthaml, 2015). Mezikroky biotransformace NP, véetné vazebnych reakci (C-O) a oxidace na

koncovém uhliku alkylového fetézce, jsou shrnuty na obrazku 4.
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Obrazek 4. Transformace nonylfenolu ligninolytickymi houbami (upraveno dle Cajthaml 2015).

Nékolik studii zdokumentovalo tvorbu dimernich a oligomernich transformacnich produktt
NP za pouziti Lac z Coriolopsis gallica a C. polyzona (Cabana a kol., 2007b; Torres-Duarte a kol.,
2012), tedy mechanismus, o kterém je znamo, Ze potlacuje estrogenni aktivitu plvodnich
sloucenin. Tsutsumi a kolegové (2001) navrhli podobné produkty transformace po oxidaci

pomoci MnP z P. chrysosporium. Tyto oligomerni metabolity jsou pravdépodobné
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produkovany v dusledku plsobeni MnP na fenolické hydroxylové skupiny, coZ vede
ke zminéné tvorbé fenolovych radikall, které nasledné prochazeji rGznymi spontannimi
reakcemi, véetné polymerizace (Hofrichter, 2002; Dec a kol., 2003). Dubroca a kolegové (2005)
navrhli mozZnost vytvareni pfimé vazby C-C mezi fenolickymi kruhy a podobna struktura byla
konecné identifikovana Wangem a kolegy (2012). Produkce oligomerd NP byla podobné
pozorovana jinymi autory, ktefi testovali napt. rozkladné schopnosti Lac z houby Clavariopsis
aquatica (Junghanns a kol., 2005). Potvrdilo se, Ze produkce polymerizovanych NP vede ke
snizeni estrogenni aktivity (Tsutsumi a kol.,, 2001). Syed a kolegové (2011) testovali
transformacni schopnosti CYP450 z P. chrysosporium a popsali dalsi mechanismus
transformace alkylfenold. Zdokumentovali jejich oxidaci (véetné NP) na koncovém uhliku
alkylového retézce (omega oxidace) vedouci pres alkoholy k aldehydlm. Na zakladé literatury
a znamych pribéhl transformaci u kvasinek a dalSich hub pti rozkladu alkylfenolové ¢asti
autofri dospéli k zavéru, Ze termindlni oxidace alkylového postranniho retézce je nasledovana
odstranénim koncovych uhlikl pomoci B-oxidace NP, coZ bylo pozorovano i u jinych hub, napf.
u kvasinky Candida aquatextoris (Vallini a kol., 2001; Corvini a kol., 2006; Rozalska a kol.,
2010). MozZny vstup transformacnich produktd NP do bazdlniho metabolismu je rovnéz
podporen studii Dubroca a kolegl (2005), ktefi pozorovali mineralizaci NP pomoci kultury T.
versicolor pfi pouZiti NP znafeného !4C. Prekvapivé nebyly dosud zjistény potencidlné
ocekavané metabolity po primé hydroxylaci aromatického jadra NP pomoci CYP450 z

ligninolytickych hub (Corvini a kol., 2006).

Dale bylo prokazano, ze rovnéz BPA je nachylny k biologickému rozkladu ligninolytickymi
houbami a jejich enzymy. Fukuda a kolegové (2001) ukazali, Ze purifikovana Lac z Trametes
villosa uc¢inné transformovala BPA v in vitro podminkdach bez jakéhokoliv pridavku redoxniho
mediatoru. Strukturni analyza produktl rozklddaného BPA za pouZiti nukledrni magnetické
rezonancni spektroskopie ukazala, Ze oligomery BPA byly vytvoreny jako vysledek nasledné
oxidace-kondenzace, coZz predstavuje tvorbu C-C vazby (Fukuda a kol., 2004). Pfitomnost
oligomernich castic, z nichz kazda obsahuje fenolovou skupinu, naznacuje moznost Stépeni
oligomernich produktl s naslednym uvolnénim 4-isopropenylfenolu. Nicméné ani rozpustna
frakce ani nerozpustné Castice reakcnich produktd BPA nemély estrogenni ucinek ani pfi
vysokych koncentracich (Fukuda a kol., 2004). Podobné metabolity byly také zjiStény

Michizoem a kolegy (2005), ktefi identifikovali 4-isopropylfenol po transformaci BPA pomoci
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Lac (Trametes sp.) v systému reverznich micel v organickém mediu. Stejné tak Cabana a kol.
(2007b) nasli polymerni struktury BPA. Wang a kolegové (2012; 2013a) testovali LiP z P.
sordida a identifikovali dimerizovany BPA s vazbou C-C a také s C-O mUstkem. Stejni autofi
také nasli hydroxylovany BPA a naznacili zapojeni CYP450 do jeho transformace (Wang a kol.,
2013b). Je tfeba poznamenat, Ze ve vSech studiich, kde autoti rovnéz sledovali estrogenni
aktivity vzork, bylo odstranéni BPA bud' purifikovanymi LE a nebo houbovymi kulturami vzdy
doprovazeno soucasnym vymizenim estrogenni aktivity (Tsutsumi a kol., 2001; Cabana a kol.,

2007a; Cajthaml a kol., 2009a; Torres-Duarte a kol., 2012).

Syntetické a pfirodni estrogeny se povazuji za hlavni priciny estrogenni aktivity odpadnich a
vycisténych vod. Pfi¢inou je jejich neuplné odstranéni v konvencnim procesu Ccisténi
odpadnich vod (Clouzot a kol., 2008). EE2 je obecné odolnéjsi latkou vici biologickému
rozkladu nez ptirodni estrogeny (Cajthaml a kol., 2009b — publikace 7; Tran a kol., 2013). Mnozi
autofi uvadéji vysokou ucinnost ligninolytickych hub a enzym( v biodegradaci nebo
transformaci EE2 (viz prehled Cabana a kol., 2007b; Cajthaml a kol., 2009b; Demarche a kol.,
2012; Blanquez a Guieysse, 2008, Cajthaml a kol., 2009a). Estrogenni aktivita obecné klesa s
postupujici degradaci EE2, avSak béhem testl biodegradace EE2 pomoci /. lacteus, P.
ostreatus, P. cinnabarinus a P. magnolia byla pozorovana zbytkova nebo zvysena estrogenni
aktivita, coZz naznacuje produkci rozkladnych produktl podobnych estrogendm (Cajthaml a
kol., 2009a). Suzuki a kolegové (2003) zkoumali odstranéni steroidnich hormon( 17B-etradiolu
a EE2 v organickém rozpoustédle s pouZitim systémU Lac s mediatory (hydroxybenzotriazol) a
MnP z kmen( P. chrysosporium ME-446 a T. versicolor IFO-6482. Monitorovali také vyvoj
estrogenni aktivity a dokumentovali vysoky potencial enzym( pro biodegradaci EE2. Podobné
vysledky ziskali i jini autofi (Tanaka a kol., 2001), ktefi pouZzivali Lac z Trametes sp. a Pycnoporus
coccineus v rotujicim reaktoru. Auriol a kolegové (2007) studovali Lac z houby T. versicolor a
pfi konverzi prirodnich estrogen(l a EE2 katalyzované timto enzymem ukazali, Ze Ucinnost
systému nebyla vyznamné ovlivnéna pfitomnosti redlné komunalni odpadni vody. Navic, kdyz
byl hydroxybenzotriazol pouZit jako mediator, systém katalyzovany Lac vykazoval zvySenou
ucinnost. Nicméné jsou k dispozici omezené informace o produktech houbové
biotransformace EE2. Kfesinova a kolegové (2012 — publikace 18) publikovali studii obsahuijici
Siroky soubor in vivo a in vitro experiment( vyuZivajicich bunécné frakce a purifikované

ligninolytické enzymy z P. ostreatus a navrhli, Ze mechanizmy rozkladu EE2 by mohly zahrnovat
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intracelularni mikrozomalni enzymy, s myceliem asociované enzymy s lakazovou aktivitou a
extracelularni enzymy (MnP a Lac). Byly dokumentovany synergické pfispévky jednotlivych
transformacnich krok( a sniZujici se estrogenni aktivita kazdé faze transformace. Autofi také
zjistili fadu meziproduktll, které jasné ukazuji, Ze navzdory své rekalcitranci je EE2 Gcinné
transformovan ligninolytickym systémem a také systémem CYP450 monooxygenazy. K
meziproduktim transformace patfily metoxylovany estron a dioxo-17B-estradiol, které byly
pravdépodobné vytvoreny pusobenim Lac a dalSi dehydrogenované a hydroxylované
metabolity EE2. V jiné studii Tanaka a kolegové (2009) detekovali dimerni produkty EE2 po
vystaveni lakaze houby rodu Trametes. Pozorovali vyznamné sniZzeni estrogenni aktivity, ale
neprovedli podrobnéjsi analyzu meziproduktd. Jini autofi studovali EE2 a biotransformaci
pfirozeného estrogenu pomoci Lac z neligninolytické askomycety Myceliphthora thermophila
v membranovém bioreaktoru (Lloret a kol., 2013) a detekovali dimery a trimery EE2 spolu s
nékolika transformacnimi produkty 17B-estradiolu. Podobné vysledky byly ziskany pouzitim
Lac z Myceliophthora sp. a Trametes pubescens adsorbovanych na sklenénych kuli¢ckach po
transformaci pfirozeného estrogenu 17B-estradiolu (Nicotra a kol., 2004). Reak¢ni produkty
byly také charakterizovany jako C-C dimerni slouceniny s vazbou bud mezi 4'-4 nebo 2'-2 a C-
O (fenolovym kruhem) na pozicich 4 'nebo 2'. Zminéni autofi obecné pozorovali pokles v

estrogenni aktivité v pribéhu biotransformace EE2.

6.7. Biodegradace farmak

Schopnosti ligninolytickych hub rozkladat Iéciva byly publikovany zejména v poslednich letech.
Nonsteroidal anti-inflammatory drugs; napf. diklofenak, naproxen, ibuprofen, ketoprofen),
regulatory krevnich lipid0 (kyselina klofibrova), B-blokatory (napf. propanolol, atenolol), léky
proti epilepsii (karbamazepin) a antibiotika (napf. sulfamethoxazol, ciprofloxacin,
erythromycin), ktera patfi mezi nejvice studované farmaceutické slouceniny (Marco-Urrea a
kol., 2009; 2010a,b,c,d; Accinelli a kol., 2010; Rodarte-Morales a kol., 2011; 2012; Domaradzka
a kol., 2015; Cvancarova 2013; 2015 — publikace 14, 15).

Marco-Urrea a kolegové (2009) prokdazali schopnost ¢tyf druhl ligninolytickych hub (T.

versicolor, I. lacteus, Ganoderma lucidum a P. chrysosporium) kometabolizovat ibuprofen,
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kyselinu klofibrovou a karbamazepin v modelovych tekutych systémech. VSechny kmeny
ucinné odstranily ibuprofen, ptficemz T. versicolor byla nejucinnéjsi v biotransformaci
rekalcitrantni kyseliny klofibrové a karbamazepinu. Studium rozkladnych mechanismu
s vyuZitim Lac a Lac s redoxnimi mediatory v podminkach in vitro a dikazy o vlivu pritomnosti
inhibitorl CYP450 na rychlost biotransformace a zaroven detekce hydroxylovanych a di-
hydroxylovanych derivat( ibuprofenu vedly k zavéru, Ze systém CYP450 monooxygenazy je
zodpovédny za pocatecni oxidacCni atak této latky. DalSi experimenty, ve kterych byl T.
versicolor inkubovan v pritomnosti jinych NSAID (naproxen, ketoprofen a diklofenak), ukazaly,
Ze jsou tyto farmaka rozklddany enzymy intraceluldrnich (CYP450) a v mensi mife
extraceluldrnich (Lac) enzymatickych systém( této houby (Marco-Urrea a kol., 2010b,c,d). Ve
vsech pripadech byl ¢asovy pribéh rozkladu NSAID doprovazen vyraznym snizenim akutni
toxicity, coZz bylo monitorovdno testem s luminiscenéni bakterii Vibrio fischeri a rovnéi
pritomnosti prechodnych biotransformacnich produktd, jejichz chemicka struktura byla

objasnéna metodou nuklearni magnetické rezonance.

Autofi Cvancarova a kol. (2013, 2015) studovali moZnosti rozkladu fluorochinolonovych
antibiotik, které patii mezi extrémné rekalcitranti fluorované latky pouzivané ve veterinarni
mediciné a predpokladd se, Ze vyskytem v Zivotnim prostfedi mohou pfispivat ke vzniku
antibiotickych rezistenci bakterii. Jedna z praci byla zamérena na studium biotransformace
flumequinu v modelovych podminkach pomoci péti zastupcu ligninolytickych hub. Vysledky
ukazaly, Ze nejucinnéjsimi kmeny byly T. versicolor, I. lacteus a D. squalens, jejichZ piisobenim
doslo k degradaci vice nez 90 % této latky za 3—6 dn(. Autofi rovnéz detekovali transformacni
produkty a bylo charkterizovano osm metabolitl se strukturnimi motivy methylesterq,
ethylesterd a hydroxy derivat flumequinu. D. squalens rovnéz redukoval flumequin na aldehyd
a alkohol za nasledného vzniku etheru nebo acetylu. V préci byly rovnéz sledovany antibiotické
ucinky, které byly vyznamné potlaceny v souvislosti s degradaci flumequinu houbami T.
versicolor a I. lacteus. Pouze redukéni draha houby D. squalens produkovala metabolit, u
kterého byla zaznamenana vyznamna rezidualni antibakterialni aktivita. Stejna skupina autora
testovala schopnost zastupcl ligninolytickych hub rozkladat i dalsi fluorochinolonova
antibiotika. Ukazalo se, Ze orfloxacin, ofloxacin a ciprofloxacin byly vici degradaci houbami T.
versicolor a |I. lacteus rekalcitrantnéjSi nez flumequin. Antibiotika byla transformovana

dekompozici nebo substituci piperazinového kruhu. Biotransformace fluorochinolonovych
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antibiotik nebyla do té doby pomoci ligninolytickych hub studovana. Ve zminéné studii byly
monitorovany antibiotické aktivity a jejich Uplna eliminace byla pozorovana pouze v pfipadech
vzork( s norfloxacinem a ofloxacinem po rozkladu houbou I. lacteus. Oproti tomu T. versicolor
sice odstranil pGvodni antibiotika, ale vzniklé transformacni produkty vykazovaly vysokou

rezidudlni antibiotickou aktivitu.

Bylo rovnéz publikovano nékolik studii naznacujicich moznosti pouzivani ligninolytickych hub
pro dekontaminace vodni matrice. T. versicolor byl testovan ve zvétSeném meétitku pfi
biodegradaci PPCP v provzdu$fiovaném reaktoru v rlznych uspofadanich (Blanquez a
Guieysse, 2008; Jeli¢ a kol., 2012), a to i v pfitomnosti nesterilni redlné odpadni vody (Cruz-
Moratd a kol., 2013). V této studii byly pridavany externi zdroje uhliku a dusiku (glukdza a
tartrdt amonny). V nékterych pripadech vsSak také byla zaznamenana produkce
hydroxylovanych metabolitll se zvysenou toxicitou vzhledem k plvodnim molekuldam (Cruz-
Moratd a kol., 2013). Kresinova a kol. (2018 — publikace 17) testovali vyplozeny substrat
komercniho kmenu P. ostreatus HK 35 rovnéz v rlznych bioreaktorovych usporadanich
v prato¢ném reZzimu. Nejvice se osvédcil tzv. ,trickle-bed reactor”, kdy doslo k odstranéni vice
nez 90% ED latek v redlné nesterilni vodé z komunalni Cistirny odpadnich vod. Vysledky
ukazaly, Ze kmen P. ostreatus KH 35 byl schopen rozkladat typické ED i v pfitomnosti bakterii

a reaktor byl findlné testovan v lokalité pfislusné Cistirny.

V zdvislosti na hydrofobicité maji nékteré mikropolutanty vyskytujici se v odpadnich vodach
tendenci sorbovat se na Cistirenské kaly. Stabilizované kaly jsou ¢asto aplikovany jako hnojiva
(tzv. biosolids) obsahujici znacna mnozstvi legislativné nesledovanych nové se objevujicich
polutant( (Cabana a kol., 2007a; Clarke a Smith, 2011). Vzhledem k tomu Rodriguez-Rodriguez
a kolegové (2012) testovali pristup zaloZzeny na bioaugmentaci kalu za pouziti mycelia T.
versicolor pro odstrafiovani organickych mikropolutant(l. Houba, ktera byla predem péstovana
na lignocelulézovych peletach, byla smichana (38% suché hmotnosti) s Cisticim kalem a
kontrolni mikrokosmy byly smichdany s neinokulovanymi peletami. Pfitomnosti houby bylo
prisuzovano rychlejsi vymizeni nékterych mikropolutant( (ranitidin a fenofibrat) a zrychlené
odstranovani atorvastatinu, diklofenaku a hydrochlorothiazidu v pocatecni fazi inkubace.
Nicméneé T. versicolor pravdépodobné neuspésné kompetoval se zastupci mikroflory kalu a
celkovy rozklad nékolika sloucenin na konci inkubacni doby zlstal podobny rozkladu

pozorovaného v neinokulovanych kontrolach (Rodriguez-Rodriguez a kol., 2012).
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6.8. Biodegradace mikropolutantli pomoci imobilizovanych enzymu

Aplikace samotnych ligninolytickych enzym( ve vodném prostiedi neni pfilis realisticka
vzhledem k denatura¢nim a inaktivacnim podminkam (teplota, pH, kovové ionty apod.), které
se Casto vyskytuji ve splaskovych a odpadnich vodach (Cabana a kol., 2007a; Demarche a kol.,
2012; Kiies, 2015). Proto jsou testovany techniky jako imobilizace a zapouzdfeni (ang.
encapsulation) z dlivodu zachovani katalytickych vlastnosti enzym( a pro moznost separace a

opétovného poutziti takovych biokatalyzator(i v procesech s kontinudlnim pritokem.

Imobilizace Lac pro jeji potencialni vyuZiti v rGznych aplikacich, véetné bioremediace, byla
pfedmétem intenzivniho vyzkumu v poslednich desetiletich (viz pfehled Duran a kol., 2002;
D'Annibale a kol., 1999; 2000). Jako nosice pro imobilizaci/zapouzdieni enzymu byly v radé
studii a aplikaci Uspésné pouzity ptrirodni (chitin, chitosan, agaréza, celulédzova nanovlakna) a
syntetické (polystyren, nylon 6, polyakrylamid) polymery predem aktivované pro iontovou
nebo kovalentni vazbu s enzymem, sklenénymi a mesoporéznimi kiemennymi kulickami,
keramikou a jilovymi minerdly (Duran a kol., 2002; Ba a kol., 2013; Kies, 2015). Technickou
nevyhodou takové imobilizované nebo zapouzdrené formy enzymu je obvykle jeho nizky
obsah (Cabana a kol., 2007a; Ba a kol.,, 2013). Tuto skutecnost lze prekonat zvySenym
zesitovanim enzymovych agregat(l (z angl. tzv. Cross-linked enzyme aggregates - CLEA).
Technika spociva v precipitaci enzym( (napriklad Lac) a nasledném pridani zesitovacich cinidel,
které spole¢né vazou aminokyselinové zbytky proteind za vzniku stabilnich a nerozpustnych
agregatl. NejCastéji pouzivanymi zesitovacimi ¢inidly jsou dialdehydy, jako jsou glutaraldehyd,
glyoxal a dextranové polyaldehydy. Tyto chemické latky vSak mohou mit nepfiznivy Ucinek na
vodni organismy (a na ¢lovéka), a mimo jiné zplsobuji uritou ztratu enzymatické aktivity
béhem pfripravy biokatalyzatoru (Ba a kol., 2013). Chitosan predstavuje uzite¢nou alternativu
dialdehydt jako zesitovacich cinidel za predpokladu, Ze karboxylové skupiny pozadovaného
proteinu jsou pfedem aktivovany karbodiimidy, jako je 1-ethyl-3- (3-dimethylaminoisopropyl)
hydrochlorid karbodiimidu (Zhang a kol., 2009; Arsenault a kol., 2011; Cabana a kol., 2011; Ba
a kol., 2013).

Nékteré studie uvadéji, Ze bez ohledu na pouZitd zesitovaci Cinidla CLEA na bazi Lac nebo
peroxidaz vykazuji lepsi biokatalytické vlastnosti (tj. stabilita, katalyticka ucinnost a opakované

pouziti) ve srovnani s enzymy v jejich volné formé a nabizeji vétsi potencidl pro dekontaminaci
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vod (Cabana a kol., 2007a; Taboada-Puig a kol., 2011; Ba a kol., 2013; Kiies, 2015). Ve snaze
rozsitit rozsah substratll oxidovatelnych témito biokatalyzatory néktefi autofi nedavno
testovali koagulaci rliznych typd enzym(, tzv. combi-CLEA. Napfiklad Ba a spolupracovnici
(2014) charakterizovali combi-CLEA obsahujici Lac T. versicolor a tyrosinazu a poté testovali
jeho ucinnost pfi odstrafiovani acetaminofenu. Taboada-Puig a kolegové (2011) optimalizovali
ko-precipitaci B. adusta VP a Aspergilus niger glukézooxidazy, ktera slouzi jako pomocny
enzym produkujici H20,. Zajimavym prikladem combi-CLEA je soubézna agregace Lac, VP a
glukdzooxidazy z T. versicolor, B. adusta a A. niger (Touahar a kol., 2014). Tato univerzalni
combi-CLEA dokdzala oxidovat Sirsi spektrum mikropolutant( (IéCivych pFipravk() nez CLEA na

bazi Lac.

Pro odstranéni mikropolutant(i z umélych nebo realnych odpadnich vod byly testovany rtzné
typy reaktorl pouZivajici imobilizované nebo insolubilizované enzymy, i kdyZz vétsina
vyzkumnych praci byla provedena pouze v malém méfitku. LoZe, fluidni loZe, reaktory
perfuzniho kose a membranové reaktory (Cabana a koll., 2007b; 2009a,b; Taboada-Puig a kol.,
2011; Lloret a kol.,, 2012a,b; Nair a kol., 2013) byly Uspésné pouzity v sddkovém nebo
kontinualnim provozu. Z literatury vyplyva, Ze membranové reaktory jsou ziejmé nejslibngjsi
metodou pro vyciSténi vod obsahujicich mikropolutanty v podminkach kontinudlniho pratoku,
protoze poérovitost membrany umoznuje zadrzeni biokatalyzatoru, zatimco permeat muze

déle odchazet (Ba a kol., 2013; Kies a kol., 2015).

Pilotni experiment Gassera a kolegli (2014) prokazal, Ze reaktor s fluidnim lozem (460 litrd
celkového objemu) obsahujici Lac z M. thermophila imobilizovanou na kiemicitych
nanocasticich a ultrafiltraéni membranové jednotky (pdérovitost 0,04 um) byl schopen Gcinné
a kontinudlné odstranovat BPA z odpadnich vod z Cistirny. Pokus byl provadén v terénu ve
Svycarské Cistirné odpadnich vod béhem 45 dnu. Do reaktoru pracujicim v cyklickém filtra¢nim
rezimu byla kontinudlné pridavana odpadni voda. Na konci testu si katalyzator zachoval
priblizné 30-40% své pocatecni aktivity a pfiblizné 66% BPA bylo v reaktoru odstranéno

(Gasser a kol., 2014).
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7. Pilotni a terénni mykoremediace

Pilotni a provozni aplikace jsou nezbytné pro vyhodnoceni Uclinnosti a ekonomické
udrZitelnosti mykoremediacni technologie. Do dnesniho dne v3ak existuje jen malo zprav o
uspésném pouZiti hub pfi Cisténi redlnych kontaminovanych prostiedi v terénu, jelikoz rada
technickych a inZenyrskych problému zlstala pouze v oblasti testovani aplikace. Napriklad
houba P. chrysosporium velmi Ucinné rozklada organické znedistujici latky v laboratornich

experimentech, ale nikdy nebyla tak ucinna pfi jakékoliv zkousce v terénu.

Na pocatku 90. let 20. stoleti byla P. chrysosporium pouzita v pilotni studii remediace lokality
kontaminované trinitrotoluenem (TNT) v misté byvalé ponorkové zdkladny amerického
namornictva (Bangor, Washington). Po¢ate¢ni koncentrace TNT 1844 mg/kg byla sniZzena na
1087 mg/kg béhem 120 dna (rozklad 41% plivodniho obsahu TNT). Koneéna koncentrace byla
vsak stale vyrazné nad stanovenou cilovou hladinou 30 mg/kg a test byl povazovan za

neuspésny (US EPA Handbook, 1993).

O deset let pozdéji se uskutecnila terénni zkouska vycisténi pidy kontaminované ropnymi
derivaty pomoci technologie tzv. biopile, kde byla Gcinnost tradi¢niho procesu (provzdusnéni
a odlehceni pady pomoci materidll jako jsou slama, piliny, ttisky atd.) porovndna s pfistupem
bioaugmentace (Li a kol., 2002). Konkrétné byli izolovani tfi zastupci hub charakterizovani
vysokou lipazovou aktivitou (Mucor sp., Cunninghamella sp. a Fusarium sp.) a ve vétsSim
mnozstvi pouZiti v plivodnim kontaminovaném prostredi, a to s P. chrysosporium nebo bez
této ligninolytické houby. Vysledky ukdzaly, Ze inokulum sloZené pouze z pUvodnich hub
signifikantné zvySilo rychlost rozkladu vsech ropnych uhlovodiki (s ohledem na
neinokulovanou pudu), zatimco zavedeni alochtonni houby nezlepsSilo ucéinnost procesu

odstranovani.

Podobny vysledek byl dosazen o nékolik let pozdéji v pilotnim experimentu pfi remediaci pudy
kontaminované TNT, PAU, PCDD a PCDF (Tuomela a kol., 2012). Jako substrat byla vybrana
borova klira pro podporu rlstu houby Phanerochaete velutina. Jakmile bylo inokulum
pripraveno, byla alochtonni houba zavedena do pldy a vyhodnocena mira rozkladu cilovych
znecistujicich latek. Rast P. velutina byl zcela zastaven v pldé s vysokou koncentraci PAU (5000
mg/kg) a TNT (>10 g/kg) a nedoslo k Zadnému rozkladu. Navic pfitomnost dalsSich hub, jako je
Trichoderma sp., pravdépodobné zcela zastavila rlst pouzité ligninolytické houby. Na druhé
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strané promichani pddy kontaminované PAU a TNT se zahradnim kompostem vyrazné zlepsilo

proces rozkladu.

Tyto vysledky byly také potvrzeny o dva roky pozdéji, kdyz byl proveden experiment v terénu
pro osetreni dvou tun pldy kontaminované PAU (Winquist a kol., 2014 — publikace 25).
V ramci této studie byl testovan rozklad PAU nejdfive v laboratornim méritku a poté v pilotnim
usporadani, kdy byla plda smichdna s kompostovanym biologicky rozlozZitelnym odpadem
(1:1) a byla inkubovana s nebo bez houby P. velutina. Vyssi rozsah rozkladu PAU (96% pro 4-
kruhové PAU a 39% pro PAU s 5 a 6 kruhy) byl zaznamenan u mikrokosmu inokulovanych
ligninolytickou houbou po tfech mésicich inkubace ve srovnani s biostimulacnimi kontrolami.
V prabéhu pilotniho experimentu se vsak ukazalo, Zze PAU byly odtranény v podobném
rozsahu jak po aplikaci ligninolytické houby, tak v biostimulacnim usporadani (94%), kdy autofi
dokumentovali zvySeny vyskyt bakteridlnich degradacnich enzym(, a tedy pfipadné zapojeni

bakterii do degradacniho procesu.

RovnéZ byla hodnocena schopnost T. versicolor remediovat v redlné ptidé kontaminované
pentachlorfenolem (Walter a kol., 2005). Kontaminovana pudda pochazela ze zafizeni na
Upravu dreva, kde byl pentachlorfenol Siroce pouZivan jako konzervacni prostiedek na
ochranu dreva. V predchazejici studii provedené v laboratornim méritku byl pentachlorfenol
odstranén z obou mikrokosmu, biostimulovaného (plda smichand pouze s lignocelulézovym
substratem) i obohaceného (lignocelulézovy substrat kolonizovany T. versicolor). Uloha
houbového inokula pfi degradaci pentachlorfenolu v pfitomnosti autochtonnich
mikroorganismU nebyla zcela objasnéna, ale Uplnd mineralizace pentachlorfenolu byla

pozorovana pouze za pritomnosti alochtonni houby.

V nésledujici studii byly experimentalni jednotky kontaminované pldy (konecny objem
priblizné 500 litrl) dekontaminovany vyhradné pomoci T. versicolor. Kontaminovana plda
byla zfedéna nekontaminovanou pldou (1000mg/kg) a smichdna s dfevnimi pilinami
ziskanymi z odrezk( a stépk(. Poté byla tato smés materialu smichana se smési pilin, kukuricné
mouky a Skrobu pfedem inokulované houbou T. versicolor, aby se ziskal koneény pomér
plUda:substrat:houbové inokulum v hmotnostnim poméru 40:20:40 nebo 60:20:20. Po
rychlém poklesu koncentrace pentachlorfenolu béhem prvnich 25 tydn( inkubace se rychlost
degradace vyrazné snizila. Pfesto po 2,5 letech bylo v obou jednotkach odstranéno vice nez

90% plvodniho obsahu PCP (pfi pouZiti 20% nebo 40% houbového inokula). Ukazalo se, Ze
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hladiny pentachlorfenolu na konci Cisténi nebyly statisticky odliSné vzhledem k rozdiliim v

mnozstvi houbového inokula.

P. ostreatus je jednim z nejlepSich kandidatl na mozZnou aplikaci pro mykoremediaci pd. Tato
ligninolyticka houba byla pouZita pro sanaci lokality kontaminované vybusninami (Yorktown
Naval Weapons Station, Virginia, USA), kde byl vyrobni proces munice provozovan po cela
desetileti (Axtell a kol., 2000). 6 m*® kontaminované pudy bylo smichano se 3 m3? smési
substratu  kolonizovaného  houbou P. ostreatus. Koncentrace  TNT, HMX
(cyklotetramethylentetranitramin) a RDX (1,3,5-cyklotrimethylentrinitramin) byly znatelné
snizeny béhem 62-denni inkubacni doby. Nicméné i v pidé doplnéné pouze substratovou
smési bez P. ostreatus byly béhem stejného obdobi koncentrace TNT, HMX a RDX také vyrazné

snizeny.

Dalsi aplikace houbové bioaugmentace byla testovana pti sanaci pldy kontaminované
kreosotem z dfevozpracujiciho zatizeni v Zapadni Virginii (Lamar a kol., 2002). Po pfedbézném
vyhodnoceni degradacnich schopnosti dvou ligninolytickych hub, jmenovité P. ostreatus a I.
lacteus, byl zvolen P. ostreatus od komercniho dodavatele. Dvé pilotni jednotky obsahujici
kontaminovanou pudu, sterilni substrat (drevéné trisky nebo drevni Stépka s pilinami) a
mycelium P. ostreatus byly sledovany po dobu 276 dnl. Koncentrace viech 16 PAU byla
snizena u obou testovanych jednotek pod uroven pramyslovych rizik s vyjimkou
benzo[a]pyrenu (Lamar a kol., 2002). Zapojeni plvodnich mikroorganisml do procesu

rozkladu vsak nebylo hodnoceno.

Vliv mycelia P. ostreatus na degradaci vybranych PAU v pdé byl zkouman v terénnich
podminkach také v subpolarnim podnebném pasu (Hestbjerg a kol., 2003). Homogenizované
odpadni vyplozené substraty zbylé po komercni produkci jedlé houby P. ostreatus (hliva
ustricna) byly pridany do pldy kontaminované PAU shromazdéné ze dvou zdroja: byvalé
lodénice a skladu uhelného dehtu z tovarny produkujici asfalt. Remediace obou pud (pldni
kontrola, plida smichana s pilinovym substratem a plda smiSena s odpadem P. ostreatus)
zapocala v betonovych skruZich. V pfipadé pldy ze skladu uhelného dehtu pfidani hlivy
ustricné vyrazné zvysilo rychlost rozkladu 4-kruhovych PAU oproti rychlosti rozkladu
v samotné plvodni pidé nebo v biostimulovaném vzorku, zatimco PAU s 5ti a 6ti kruhy byly

rozloZeny pouze v malé mite bez vyznamného rozdilu mezi obéma postupy Cisténi. Naopak
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rast a aktivita P. ostreatus se Uplné zastavili, kdyzZ byla tato houba inokulovana v druhé pldé

z byvalé lodénice. Faktory, které vedly k jeji neucinnosti, nebyly objasnény.

8.Zaveér

V souvislosti s moznymi mykoremediaénimi aplikacemi byla jiz od devadesatych let Uspésné
pouzita houbova inokula pro laboratorni experimenty simulujici sanace v plidnim prostredi,
avsak dalSi redlné aplikace ukazaly mnoha uskali pfi praktickém uplatfiovani téchto technologii

zaloZenych na poutZiti ligninolytickych hub (Mir-Tutusaus a kol., 2018 ; Baldrian, 2008).

Davody, které stoji za timto nelspéchem, jsou rGzné. Prvni a nejdlleZitéjsi je bezpochyby
konkurence mezi alochtonnimi houbami a pfitomnou ptdni mikroflérou. Myslenka, Ze jediny
druh, pro ktery je ve vétsiné pripadl plda cizorodym prostifedim, by mél prinést Uplnou
remediaci kontaminovaného prostredi, je zftejmé nerealisticka. Houby, stejné jako bakterie a
koreny rostlin introdukované do pldy, jsou ovliviiovany druhem a aktivitou jinych pritomnych
padnich organismU. Navic inokulacni substrat, ktery je houbami kolonizovan (napf. slama,
seno, kukufice, semena a obaly semen, dfevni stépka nebo hobliny, kiira apod.), pfedstavuje
zdroj Zivin pro autochtonni mikrofloru pidy. To mlzZze mit na jednu stranu pozitivni dopad na
ucinnost bioremediace, jak bylo popsano v nékterych ptipadech (Lang a kol., 2000; Steffen a
kol., 2007; Federici a kol., 2012), na druhou stranu ale podpora autochtonni mikrofléry muze
zpUsobit i zastaveni rastu alochtonnich hub (De Boer a kol., 2005, Baldrian, 2008). Z tohoto
hlediska se jevi jako perspektivni druhy rodu Pleurotus, jejichz rozkladné schopnosti jsou méné
ovlivnény pritomnosti pldnich organismld a také jsou Uspésnéjsi pfi kolonizaci

kontaminovaného prostredi (Stella a kol., 2017; Lang a kol., 1997; Lang a kol., 1998).

V soucasnosti je ekologie hub intenzivné studovana, a to zejména diky novym technickym
moznostem souvisejicim s metodami pokrocilého sekvenovani. SloZzeni mikrobidlni komunity
a jeji dynamika béhem houbové kolonizace kontaminovanych pevnych prostredi, jakozZ i
interakce mezi exogenné zavadénymi myceliemi a pdvodnimi puddnimi mikroorganismy,
mohou byt detailné popisovany prostfednictvim inovativnich technik molekularni biologie.
Transcriptomika a proteomika se rovnéZz postupné rozvijeji a jejich aplikace pfi studiu

mykoremedianich procesli by mohla objasnit, jak je exprese houbovych genl a tvorba
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enzymU podilejicich se na procesu rozkladu regulovana v zavislosti na zménach stavu prostredi
(tj. koncentrace chemikalii/znecistujicich latek, fyziologické a nutriéni stresové stavy atd.).
Nicméné prozatim je analyza metatranskriptomu a metaproteomu v kontaminovanych a

CiSténych prostredich stale omezena pouze na nékolik studii provedenych v malém méritku.

Specifické podminky rlstu, které vyZzaduje mnoho ligninolytickych hub, predstavuji dalsi
vyznamnou podminku pro aplikaci houbovych technologii v terénu. Napfriklad P.
chrysosporium vyZzaduje vysokou teplotu pro rist (37°C) a tvorbu ligninolytickych enzymu
(30°C), jeho aplikace proto neni mozna v béznych podminkdch mirného pasma (Hestbjerg a
kol. 2003). Bohuzel tento druh se stal modelovym organismem pro fadu studii. Na druhé
strané nékolik studii ukdzalo, Ze P. ostreatus je méné ovlivnén teplotou a zUstadva degradacné
aktivni i pfi velmi nizkych teplotach (az do 8°C) (Eggen a Sveum, 1999; Lang a kol. 2000;
Hestbjerg a kol., 2001).

Jednim ze zasadnich parametr(, které podstatné negativné ovliviiuji Uspésnost aplikaci vSech
typU bioremediaci, je biologicka dostupnost kontaminant(. Tento parametr souvisi zejména s
obsahem organickych latek v pGdé, texturfe (napf. procentu jilovych minerdl) a strukture
(napriklad velikosti pldnich agregatli, mikroporéznosti apod.) pldy a hydrofobicité
kontaminantl. Opakované bylo potvrzeno, Ze biodegradaci v redlnych podminkach témér
nikdy neni dosazeno Uplného odstranéni organickych polutantl (naptiklad PAU a PCB), coz
plati zvlasté v pripadé historicky kontaminovanych prostiredi s vysokym podilem biologicky

nedostupnych frakci lipofilnich polutant(i (Leonardi a kol., 2007 — publikace 19).

Je tfeba mit na paméti, Ze analytické kvantitativni extrakce lipofilnich kontaminantd
provadéné za velmi ucinnych podminek, které umoznuji kvantifikaci celkové zatéze
kontaminantl v definovaném prostredi (pGdé), zahrnuji také ¢ast znecistujicich latek pevné
spojenych s pudnimi slozkami, které nejsou realné pristupné mikrobm a ¢asto predstavuji
stabilni a netoxickou frakci polutantll. Koncept biologické dostupnosti kontaminantl by mél
byt tedy bran do Gvahy dozorujicimi a regulujicimi organy (Naidu a kol., 2013) a také by mél
byt zdkladem pro hodnoceni rizik a sanacnich limitd v kontaminovanych lokalitach (Latawiec

a kol., 2011; Naidu a kol., 2013).

Dalsim kritickym faktorem, ktery vyZaduje pozornost pfi reSeni mykoremediacnich pfistupq,

je typ a mnozstvi inokula, které slouzi u¢inné a dostatecné kolonizaci padniho prostredi.
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Ligninolytické houby nejsou vybaveny schopnostmi rlistu pfimo v padé, pokud neni k dispozici
také pravé vnéjsi lignoceluldzovy substrat. Nicméné pouZiti velkého mnozstvi substratu
kolonizovaného houbami neni ekonomicky realizovatelné a vyznamné zvySuje objem pldy po
vycisténi. Vyhodnou alternativou pro eliminaci vysokych nakladd spojenych s produkci
houbovych inokul je vyuZiti tzv. vyplozeného substratu (spent mushroom compost), ktery je
levnym a snadno dostupnym zdrojem houbovych mycelii a enzym( (Phan a Sabaratnam,
2012). V poslednich letech se exponencidlné rozrostl celosvétovy trh s komeréné péstovanymi
jedlymi houbami (napt. P. ostreatus) a substraty po vyplozeni plodnic jsou povazovany za
bioodpad houbového priamyslu, ktery ma byt likvidovan. Nicméné pravé tento bioodpad z P.
ostreatus byl relativné Uspésné testovan jako zdroj Zivotaschopného mycelia pro

dekontaminaci materidld v terénnich podminkach, jak bylo uvedeno v predchozi ¢asti.

DuleZitym pozitivnim aspektem je témér vyhradni zapojeni kometabolismu v pfipadé
ligninolytickych hub, coZz znamenad, Ze degradacni procesy nejsou limitovany napr. nizkymi
koncentracemi polutantd (tzv. koncentracni degradacni prah — casto pozorovatelny u

bakterii).

Pouziti houbovych enzym( (Lac, peroxidazy a peroxigenazy) pro cisténi odpadnich vod
kontaminovanych mikropolutanty nebo odpadnich prlimyslovych vod je mnohdy realisti¢té;si
nez jiné bioremediaCni pfistupy. V tomto ohledu se zdda, Ze wvyvoj bioreaktor(i s
imobilizovanymi enzymy je v technologicky vyspélém stadiu. Podle nazoru nékterych autor(
je toto jedna z nejslibnéjsich odvozenych mykoremediacnich technologii, ktera by mohla byt

prakticky vyuZzita v blizké budoucnosti.

Jak bylo ukdzano v predchozim textu, neni pochyb o tom, Ze houby a hlavné ligninolytické
houby jsou perspektivnimi organismy z hlediska rozkladu perzistentnich organickych latek
znedistujicich pady a dalSich nové se v Zivotnim prostfedi objevujicich mikropolutant(. Smysl
studia biodegradaci spocivda nejen v mozZnosti aplikace mykoremediaci, tfebaze se tato
technologie prozatim v praxi pfiliS neuplatnila, ale rovnéz obecné ve studiu mikrobialnich
biodegradacnich mechanism( antropogennich latek. Tyto informace jsou cenné zejména
z hlediska predikci a evaluaci rizik spojenych s produkci novych cizorodych latek a jejich

naslednou introdukci do Zivotniho prostredi.
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