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1 Uvod

ZnecCisténi biosféry skodlivymi latkami je jeden z nejvaznéjSich problému ochrany
zivotniho prostiedi. ZvIlast zdvazna je kontaminace latkami, které jiz pfi nizké koncentraci
vykazuji toxické, mutagenni a karcinogenni ucinky. Sem patii naptiklad nckteré tézké kovy a
fada organickych latek, mimo jiné 1 polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU). Hlavnim
problémem v piipadé PAU je to, ze vznikaji neustale (pfirozené i antropogeni zdroje viz.
nize) a protoze se jednd o latky nesnadno odbouratelné maji tendenci kumulovat se v Zivotnim
prostiedi.

Odstranéni PAU z prostiedi je nesnadné a ne vzdy proveditelné. Fyzikalni a chemické
metody jsou ndkladné a mnohdy nevhodné. Proto se v posledni dob& vyskytuji snahy
remediovat kontaminovana mista pouzitim biologickych metod, zejména pomoci
mikroorganismti. Moderni a slibnd metoda je pouziti dfevokaznych hub pii dekontaminaci.
Biodegradace je provadéna pomoci extracelularnich enzymi, coz usnadnuje styk s latkou.
Preziti hub v pidé¢ lze dobfe limitovat mnozstvim pfidaného zdroje uhliku (slamy, hoblin
atd.). Drevokazné houby jsou eukaryotni organismy, a proto nepodléhaji tak snadno
genetickym zménam a tak je mensi riziko kontaminace prostfedi nezddoucimi organismy.

Dulezitym aspektem pii provadéni biodegradacnich pokusti je spravné pouziti analytickych
metod a vyhodnoceni vysledki. To se tyka zejména metod separace, kde bychom
nedostate¢né i¢innou metodou mohli ziskat faleSné€ pozitivni vysledky.

Tato prace byla provadéna v Laboratofi experimentdlni mykologie v Mikrobiologickém

tistavu AVCR v ramci projektu NPV II Biorem 2B06156 od MSMT CR.



2 Cil bakalarské prace

Vlastnim zamérem této prace bylo otestovat schopnosti dvou perspektivnich zastupcii
ligninolytickych hub (Pleurotus ostreatus, Irpex lacteus) pro biodegradaci polycyklickych
aromatickych uhlovodiki Vv kontaminovaném dievé (Zelezni¢nich prazcich). V pfipadée
pozitivnich vysledkti by se tato metoda dala pouzit v praxi pro bioremedia¢ni aplikace.

Ditlezitou soucasti této bakalaiské prace byla castecnd optimalizace a aplikace
analytickych metod, zejména HPLC, pro stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodikii.
Spravné pouziti analytickych metod je nezbytnym pifedpokladem pro vyhodnoceni

biodegrada¢niho experimentu.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU)

3.1.1 Fyzikdlné chemické viastnosti

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) pfedstavuji toxické organické latky, které se
skladaji ze dvou a vice kondenzovanych benzenovych jader. Pocet sloucenin patiicich do této
skupiny je zna¢ny, jen nesubstituovanych (tj. zakladnich) PAU bylo izolovano ptes 100 [1].
Struktury nejsledovanéjSich 16 predstavitelt PAU jsou uvedeny na obrazku 1 na strané 10.

PAU jsou za normalnich podminek tuhé latky s relativné vysokymi body tani a varu, které
zaviseji na poctu benzenovych jader a na struktufe molekuly. Vzhledem k nepolarnimu
charakteru PAU je jejich rozpustnost ve vodé nizka a mezi jednotlivymi piedstaviteli se
fadovée 1isi. Rozpustnost v povrchovych a jinych ptirodnich vodach se mize liSit vzhledem k
riznému obsahu soli a organickych latek obsazenych ve vodéach. V odpadnich vodach se
muze rozpustnost nékterych PAU zvysit az fadové, naopak v moiské vodé diky obsahu
anorganickych soli je tato rozpustnost niz§i. PAU jsou dobie rozpustné v nepolarnich
alifatickych 1 aromatickych uhlovodicich (pentan, hexan, benzen, toluen) i v polarnich
rozpoustédlech (methanol, dichlormethan) [2].

Mezi dalsi vyznamné vlastnosti PAU fadime jejich schopnost adsorpce na pevnych
sorbentech nebo Casticich, kterd je nepfimo imérna parcidlnimu tlaku par. Jejich schopnost
sorpce je jeden z hlavnich faktord ovlivitujicich pohyb a kumulaci PAU v zivotnim prostiedi
(viz. kap. 2.1.2.).

U fady PAU byly prokazany karcinogenni U¢inky a u mnoha existuje na karcinogenitu
podezieni. Karcinogenita jednotlivych PAU se zna¢né 1i8i, naptiklad benzo(e)pyren je malo
karcinogenni, oproti tomu benzo(a)pyren je jeden z nejsilngjSich karcinogenti. To je dano tim,

Ze tato vlastnost souvisi se strukturou molekuly.
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Obr. 1: 16 hlavnich pfedstaviteld PAU
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3.1.2 PAU v Zivotnim prostredi

Ptirozeny vznik polycyklickych aromatickych uhlovodikii jako zdroj znecisténi je z
globalniho hlediska zanedbatelny. Pfirozené¢ se PAU vyskytuji v ropé€, uhli, asfaltu a v
nékterych uhlikatych mineralech. Vyznamnym zdrojem PAU mohou byt také lesni pozary [2].
Dale mohou PAU vznikat jako produkty metabolismu nekterych bakterii, plisni a vysSich
rostlin. Dominantnim zdrojem PAU je ¢innost ¢loveka. Mezi nejvyznamnéjsi zdroje, z nichz
se PAU dostavaji do Zzivotniho prostiedi, patii spalovani fosilnich paliv (pfedev§im pfi
nedostatku kysliku), koksarensky primysl, ropné havarie, automobilova doprava a dalsi [3].

Prubéh pyrosyntézy PAU z organickych latek pii nedokonalém spalovani je na obrazku 2.
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Obr. 2: Pribéh pyrosyntézy PAU z organickych latek pfi nedokonalém spalovani [2]
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Vyskyt PAU v zivotnim prostiedi je ovlivilovan pfedevsim jejich fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi. Sifeni atmosférou je zajiténo jednak ve formé par (jedna se zejména o PAU s
nizkou molarni hmotnosti) a hlavné ve formé malych polétavych ¢astic prachu a sazi, na které
jsou PAU adsorbovéany.

PAU se vyskytuji v celé hydrosféfe a pomoci planktonu a ryb vstupuji do potravnich
feté¢zli. Kontaminace vod pochdzi z dopadu transportnich ¢éstic, z kontaminovanych
podzemnich vod, nebo pfimo z fek kontaminovanych méstskymi nebo primyslovymi splasky.

Kontaminace PAU se vSak vyskytuje i v pidach. Zdrojem kontaminace mize byt napiiklad
ropnd havarie. Déle ke kontaminaci dochazi v okoli plynaren, koksaren ¢i tepelnych
elektraren, kde se sladkoval popilek nebo kde dochazelo k jeho spadu. Urovné kontaminace v
piadach takto postizenych se pohybuji od desitek miligrami na kilogram az po stovky
miligraml. Kontaminace pld je vaZnym problémem, nebot’ PAU jsou sice malo rozpustné ve
vod¢, ale presto takto zneciSténd piida je rizikovd a dale nepouzitelna. Nezanedbatelnou
polozku tvofi rovnéz technické dievo, napf. prazce, které byly v minulosti impregnovany

kreosotovym olejem a v souc¢asné dob¢ jsou odstranovany a nakladné likvidovany.

3.1.3 Biodegradace polycyklickych aromatickych uhlovodikui

Jev, pfi kterém se stavaji PAU soucasti metabolismu mikroorganismu a tim jsou
odbouravany, je mozno vyuzit pfi odstraniovani PAU z biosféry. Vyhodou takové technologie
je jeji snadnost, pfipadna nizka cena, maly dopad na Zivotni prostiedi a hlavné moznost
provadet remediace "in situ". V soucasnosti pouzivané fyzikalni a chemické metody jsou
nakladné a ne vzdy Uspésné.

PAU jsou metabolizovany nejriznéjSimi mikroorganismy zahrnujicimi baktérie, houby 1i
fasy [4]. Mikroorganismy degradujici PAU vyuzivaji kyslik k iniciaci enzymového ataku na
kruhy PAU, ¢€imz dochdzi k hydroxylaci aromatickych jader. ZvlaStni skupinu tvofi
ligninolytické houby. Tyto houby jsou difevokazné a rozkladaji hlavné ligninovou slozku
dieva. Tim dochazi k vybéleni dieva a proto se tato skupina organismil nazyva také houby

bilé hniloby. Pii degradaci PAU pomoci ligninolytickych enzymi dochazi k oxidaci za vzniku
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chinont [5]. Tyto enzymy existuji tfi, lignin peroxidasa, mangan peroxidasa, lakaza. Pomoci
pokusti in vitro byla prokazéana jejich schopnost degradovat PAU [6, 7].

Aktivity ligninolytickych enzyml byly testovany u vice nez 2000 druhii zndmych
ligninolytickych hub [8], z tohoto mnozstvi bylo pro biodegradac¢ni tcely otestovano méné
nez 20. Biodegradacni schopnost byla prokazana napt. u Phanerochaete chrysosporium,
Pleurotus ostreatus, Bjerkandera adusta a Trametes versicolor [9, 10, 11, 12].

Pti biodegradac¢nich experimentech je nejdiive nutno provést preselekci kmenti a z velkého
mnozstvi vybrat néjakou casové nendro¢nou metodou takové kmeny, u kterych byla
pozorovana enzymova aktivita. U vybranych druhii je dalSim krokem zjisténi degradacni
ucinnosti v tekutém zivném médiu kontaminovaném PAU [13]. Poté nasleduje degradacni
pokus v kontaminované zeming, ¢i jiném materidlu. Z téchto diivodi je nutné optimalizovat

analytické metody vhodné pro stanoveni PAU.

3.2 Metody analyzy PAU

Analyzu je mozno rozdélit na nékolik kroku:
- izolace PAU z matrice
- preciSténi a piiprava vzorku pro analyzu

- vlastni analyza

3.2.1 Izolace PAU

Pro izolaci PAU z pevnych matric mame nékolik moZnosti. Jsou to jednak metody klasické
jako je sonifikace, nebo extrakce v Soxhletové ptistroji nebo modernéjsi zpiisoby, coZ jsou
extrakce za pomoci mikroviné energie, automatizovana Soxhletova extrakce (tzv. Soxtec) a
tzv. ASE metoda (accelerated solvent extraction) [14]. Pfi porovnani téchto metod dojdeme k

zavéru, ze moderni metody spotiebovavaji mnohem mens§i mnozstvi rozpoustédel a Casu a Ze

vvvvvv
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3.2.2 Priprava a precisteni vzorku

Vyextrahované vzorky je obvykle potifeba precistit a oddélit (zcela nebo castecné) od
ostatnich latek, které by mohly rusit vlastni stanoveni. To zavisi zejména na pouziti metody
stanoveni, protoze napfiklad u plynové chromatografie je precisténi potieba 1 z divodu mozné
kontaminace a zniCeni kolony. K odstranéni koextrahovanych latek se pouziva zejména
klasicka nizkotlakd kolonova chromatografie, kde se jako ndplné kolon pouzivaji hlavné

Sephadex LH-50, silikagel, fluorisil a octadecylsilikagel [2].

3.2.3 Stanoveni PAU

Pti separaci a kvantifikaci jednotlivych PAU zcela dominuji chromatografické metody.
Diive ptevazovala chromatografie na tenké wvrstvé (TLC), kterd je povazovana za
semikvantitativni metodu. Zavedeni vysokouc¢inné chromatografie na tenké vrstvé (HPTLC)
vyrazn¢ zlepSilo moznosti metody. HPTLC se pouzivd pro stanoveni PAU ve vodnych
vzorcich a je akceptovana spole¢nosti AOAC (Association of Official Analytical Chemist)
[15].

V dneS$ni dobé vSak uplné ptrevladaji plynova chromatografie (GC) a vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC). V piipad€ plynové chromatografie se pouzivaly napliové
1 kapilarni kolony, dnes vSak ptevladaji kapilarni [16]. Stacionarni faze byva nepolarni. Pro
davkovani se pouzivaji rizné metody napft. s délicem, bez déli¢e nebo piimé na kolonu (on-
column), coz zavisi na Cistoté vzorku a koncentraci analytu. K detekci se v ptipadé GC
pouziva nejCastéji plamenovy ionizac¢ni detektor (FID) nebo hmotnostni detektor (MS),
ptfi¢emz spojeni GC-MS lze dosédhnout viibec nejvyssi citlivosti.

Vyhodnou metodou v ptipad€ kapalinové chromatografie je ptfimé spojeni LC/GC, nebo
LC/LC/GC, které zahrnuje LC izolaci hrubého extraktu PAU na velké koloné, odpateni jedné
frakce v pfimém (on-line) odpatovacim zafizeni, na druhé LC se separuji PAU v jiné mobilni
fazi a jednotlivé frakce jsou pfevedeny na GC [16]. Aplikace této metody umoziuje
eliminovat dobu ptipravy vzorki. U HPLC PAU jsou nejrozsitenéjsi spektrofotometricky a

fluorescenéni detektor [2].
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Srovnani detekcnich limitd pro PAU riznymi metodami vzhledem k rusivému vlivu matric
je v tabulce 1.

Tab. 1: Detekéni limity metod PAU ve vodach a sedimentech (ptevzato z [2])

Metoda Voda (ng/l) Sediment (mg/kQ)
HPLC s UV detekci 5-50 10-50
HPLC s fluorescenéni det. 0,1-1,0 0,01-0,1
GC-MS 1-5 0,05-1,0
GC-FID 20 - 50

3.3 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je separacni metoda zalozend na rozdélovani latek mezi
kapalnou matrici a pevnou stacionarni fazi. Podle typu interakci se d€li na adsorpcni,
rozdélovaci, iontové vyménnou, vyluCovaci a afinitni chromatografii. Rozd¢lovaci
chromatografie se d¢li dale podle polarity pouzitych fazi na systém s normdalnimi a
obracenymi fazemi, kde za normalni se povazuje systém s polarni stacionarni a nepolarni
mobilni fazi.

Jako stacionarni faze v kapalinové chromatografii (LC) se vyuziva predevSim systém
obracenych fazi, ale také se pouzivdi HPLC s normalnimi fazemi (napf. fazemi s chemicky
vazanymi nitrilo-, ¢i amino- skupinami). Jako mobilni faze se pouzivd smés vody a
organického polarniho rozpoustédla. Nejcastéji se pouzivaji tetrahydrofuran, acetonitril a
methanol. Z divodu ovlivnéni disociacnich rovnovah a selektivity se pfidavaji do mobilni
faze pufry, kyseliny, baze, iontové parova ¢inidla apod. Mobilni faze musi byt vybrana tak,
aby byla chemicky inertni, méla co nejnizsi viskozitu, neinterferovala v detekénim zafizeni a
separované latky v ni byly dobfe rozpustné. Stacionarni fazi tvoii nejCastéji silikagel s

navazanou nepolarni staciondrni fazi.
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3.3.1 Separace

Vzhledem k tomu, ze interakce v kapalindch jsou mnohem silnéj$i nez v plynech, je 1
zcela objasnén. Hlavnimi dé&ji, které ovliviuji retenci solutll jsou interakce se stacionarni fazi,
interakce s mobilni fazi a interakce mobilni faze se stacionarni fazi. K popisu dé€jii v reversni
chromatografii se pouziva solvofobni teorie. Podle této teorie ma polarni mobilni faze
tendenci snizovat objem dutiny obklopené solvataénim obalem a vypudit solut do stacionarni
faze.

Po nésttiku zény do mobilni faze dochéazi v koloné k separaci jednotlivych slozek. Kazda

ze slozek totiz mize byt popsana distribu¢ni konstantou Ky [17]:

kde Xs je koncentrace latky ve stacionarni fazi a X, je koncentrace v mobilni fazi. Na zakladé¢
rozdilnych Kq jsou slozky zadrzovany rozdiln€. To se projevi na rozdilnosti retencnich Cast tg

a tedy i retenénich (kapacitnich) faktorti k. Retenéni faktor je definovan [17]:
k=(tr—1tm)/tm (2)
kde tu je tzv. mrtvy retenéni Cas.

Bé&hem setrvavani vzorku v chromatografickém systému dochézi k roz§ifovani zény. Za
optimalnich podminek ma zéna tvar Gaussovy kiivky. Celkové rozsifeni 1ze popsat pomoci
rozptylu o°. Piisp&vky rozptylii jednotlivych &asti chromatografického systému jsou aditivni a
proto plati [16]:

2 2 2 2 2 2
0" = O davkovac t O kolona + O spoj. kapilary + O detektor * O clekericka cast (3)

Rozptyl eluéni zony vyjadieny pomoci smérodatné odchylky o (Y2 Sitky piku v inflexnim
bod€) je nepiimo umérny Ucinnosti kolony n. Tato veliCina je prevzata z teorie destilace,

vyjadiuje pocet teoretickych pater a tedy charakterizuje kvalitu kolony [17]:
n=tR/ 4 =V®&! (4)
kde VR je reten¢ni objem, oy a o, jsou rozptyly v ¢asovych a objemovych jednotkach.
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Dalsi veli¢inou popisujici U¢innost separani kolony je vysSkovy ekvivalent teoretického

patraH [17]:
H=L/n (5)

kde L je délka kolony.
Vliv na rozsifeni zény béhem chromatografického procesu maji nezavisle tyto faktory:

1) Vitiva difize (A), kterd nezavisi na pritokové rychlosti mobilni faze, ale je piimo
umérna velikosti ¢astic a neptimo jejich uniformité.

2) Molekulova difuze (B), kterd se v kapalinové chromatografii projevuje méné nez u
plynové chromatografie a ma vétsi vliv pii nizsich pritokovych rychlostech mobilni faze.

3) Odpor proti prevodu hmoty, ktery charakterizuje omezenou rychlost transportu solutu
mezi mobilni (Cy) a stacionarni fazi (Cs). Grafickym znazornénim této rovnice je hyperbola,

v jejiZz minimu lze odecist hodnotu optimalni rychlosti, kdy je G€innost maximalni.

3.3.2 Optimalizace v kapalinové chromatografii

Pro vyhledavani optimélnich podminek v kapalinové chromatografii je mozno pouzit
néktery z matematickych postupt jako jsou simplexova metoda, metoda experimentdlniho
designu, metodu mapovani oblasti piekryvu nebo prosté prométovani vlivii experimentalnich
parametrl na separaci pii zméné hodnoty jedné veliciny.

Pii optimalnich podminkéach jsou vSechny slozky smési rozdéleny a eluuji v nejkratSim
Case. RozliSeni a doba analyzy jsou vSak jesté zavislé na kapacité kolony. Proto nelze najit
optimalni podminky pro ob¢ veli¢iny, ale pouze kompromis vyhovujici dané situaci, tedy
piijatelné rozliSeni v piijatelném casovém intervalu.

Veli¢iny které mtizeme optimalizovat, jsou prutokova rychlost a slozeni mobilni faze, druh
stacionarni faze, teplota kolony, eventueln¢ iontova sila, koncentrace a druh parového Cinidla,
pH.

V piipadé systému s reversnimi fazemi tvoii mobilni fazi smés vody nebo pufru a

organického rozpoustédla o rliznych elu¢nich silach. NejCastéji pouzivana rozpoustédla 1ze
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sefadit podle stoupajici eluéni sily: voda < methanol < acetonitril ~ ethanol < 1-propanol ~
isopropanol < dioxan < tetrahydrofuran.

V ptipad¢ smési latek s odliSnou polaritou se pouziva gradientova eluce. Pfi ni dochazi
b&hem analyzy ke zméné slozeni mobilni faze a tak se méni (zvysuje) eluéni sila faze.

Dalsi dtlezitou vlastnosti mobilni faze je jeji selektivita. Rozpoustédla byla rozdélena do
osmi skupin selektivity [18] na zaklad¢ vypocteni parametrti polarity a selektivity. Nejcastéji
byva selektivita ovlivilovana methanolem z II. skupiny, acetonitrilem z VI. skupiny nebo
tetrahydrofuranem z I11. skupiny selektivity.

V piipadé PAU plati vztah mezi polarizovatelnosti a retenénimi daty [16]:

logk=la+m (6)

kde « je polarizovatelnost PAU a I, m jsou konstanty zavislé na pouzité stacionarni fazi.

Teplota ma také vliv na retenci latek. Pro zavislost reten¢niho faktoru na teplot¢ plati:
logk=a+b/T (7)

kde T je teplota a a, b experimentalni konstanty.

V pripad¢ analyzy slabych kyselin a bazi v reverzni HPLC je rovnéz dulezité pracovat pii

takovém pH, aby byla potlacena disociace solutu.

18



4 Experimentalni ¢ast

4.1 Houbové kmeny

V této praci byly pouzity nasledujici kmeny ligninolytickych hub ze sbirky CCBAS
Mikrobiologického tstavu AV CR:

e Irpex lacteus, (Fr.:Fr.) Fr. 617/93

e Pleurotus ostreatus, (Jacq.:Fr.) Kumm., 670/93

4.2 Material a chemikalie

4.2.1 Rozpoustedla

acetonitril pro HPLC, Chromapur G.G, Chromservis s.r.o
e methanol pro HPLC, Chromapur G.G, Chromservis s.r.o
e aceton p.a Lachema
e hexan p.a Lachema

e deionizovana filtrovana voda

4.2.2 Standardy

Smé&s 16 PAU z toho vybrano 12 PAU (PHE, ANT, FLT, PYR, BaA, CHR, BbF, BKF,
BaP, DBA, BghiP, IPY) od Dr. Ehrenstorfer (US EPA, method 610).

19



4.2.3 Kontaminované dievo (prazce)

Kontaminované nadrcené Zelezni¢ni prazce jsme ziskali od firmy EKO-BIO Vysocina,

spol s.r.o.

4.3 Analyticka istrumentace

4.3.1 Kapalinovy chromatograf

Vsechny vzorky byly analyzovany kapalinovym chromatografem Alliance (Waters, USA)
vybavenym  separacnim modulem 2695, UV detektorem s diodovym polem,
multifluorescencnim detektorem 2475, termostatovanou peci pro kolony, softwarem
Empower 2. Byla pouzita kolona Lichrocart se sorbentem Lichrospher — PAH (5um); 250 — 4
mm (Merck).

Pro separaci 12 PAU byla pouzita gradientova eluce: rozpoustédlo (A) deionizovana voda
a (B) smés acetonitril:methanol v poméru 1:1. Program zacal isokraticky 5 min. pfi pouziti
70% B. Poté se poméry ménily linearné do 100% B v 25 min. a opét nasledoval isokraticky
krok 10min. Vzorky byly rozpustény smési aceton-acetonitril, davkovaci objem byl Sul. PAU
byly detekovany pii vinové délce 254 nm a kvantifikovany byly fluorescencnim detektorem
pfi excitacnich a emisnich vlnovych délkdch ex250/em390 nm (PHE, ANT, IPY), pfi
ex280/em340 nm (FLT, PYR, BaA, CHR) a pfi ex305/em430 nm (BbF, BkF, BaP, DBA,
BghiP).

4.4 Priprava vzorki

441 Biodegradace PAU v Zeleznicnich prazcich

V tomto experimentu byly pouzity houby Pleurotus ostreatus 3004 a Irpex lacteus ziskané
ze sbirky CCBAS AV CR. Tyto kmeny byly pfechovavany na Petriho miskach s agarem pii
teploté 5°C. Prvni experiment byl vyhodnocen po 3, 6 a 9 tydnech, poté znovu zalozen a

vyhodnocen po 4 a 8 mésicich.
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Ptiprava inokula:

Do 6 Erlenmayerovych ban¢k o objemu 500 ml se sterilni autokldvovanou pSeni¢nou
Stipanou slamou (50 g suché hmotnosti), kterd byla zvlh¢ena vodou (1 dil slamy a 2 dily
vody), byly vneseny dva terciky kultury Pleurotus ostreatus 3004 vyfiznuté sterilnim
korkovrtem z inokula¢ni misky. Stejny postup byl i pro kulturu Irpex lacteus. Houba byla
kultivovéana 19 dni pfi teplote 24°C.

Postup piipravy vzorku:

Do 6 Erlenmayerovych ban¢k o objemu 250 ml bylo vneseno 10 g inokula (slamy prorostlé
houbou kmene Irpex lacteus), dale 5 g kontaminovanych Zelezni¢nich prazci (zvlhéeny 10 ml
vody) a posledni vrstva opét 10 g slamy prorostlé houbou kmene Irpex lacteus.Vse bylo
promichano a baiky byly zvazeny z duvodu nasledného dovlh¢ovani. Pro houbu Pleurotus
ostreatus stejny postup jako u Irpex lacteus. Kontroly smrtvym myceliem: Do 3
Erlenmayerovych bané€k bylo vneseno 10 g mrtvého mycelia na sldmé (usmrceno autoklavem
pti 121°C po dobu 20 min), ddle 5 g kontaminovanych Zelezni¢nich prazct (zvlhé¢eny 10 ml
vody), posledni vrstva opét 10 g mrtvého mycelia. VSe bylo promichano a banky byly
zvazeny z diivodu nésledného dovlh¢ovani. Kontroly s prazci: Do 3 Erlenmayerovych banék
o objemu 250 ml bylo vneseno 5 g kontaminovanych Zelezni¢nich prazct, které byly
zvlh¢eny 10 ml vody. VSechny vzorky byly vlhéeny po 1 mésici.

Ptiprava vzorku pted analyzou:

Vzorky byly ususSeny pii1 40°C. Cely obsah vzorku byl vloZen do soxhletova extrakéniho
nastavce a extrahovan po dobu 12 hodin smési hexan:aceton 3:1. Poté byly vzorky odpateny
na laboratorni vakuové odparce RVO 200A (INGOS, CR) pii 40°C a tlaku 30 kPa do sucha a
rozpustény 15 ml acetonu s 15 ml acetonitrilu. Pro dostate¢né rozpusténi byly vzorky
umistény do ultrazvukové lazné po dobu Sminut. Z kazdého vzorku se odebral 1 ml do
centrifugaéni zkumavky a centrifugovalo se po dobu 5 minut pfi 6000 rpm.

Z centrifugovaného vzorku bylo odebrano pro analyzu 0,75 ml do vialky.
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Kalibraéni kiivky PAU

Pro zhotoveni kalibracnich kiivek byly pfipraveny koncentracni fady roztokti PAU
Vv acetonitrilu. Pouzity byly nésledujici koncentrace: pro PHE, FLT, PYR, IPY v rozmezi
hodnot 100 — 0,01 mg/kg, pro ANT, BaA, CHR, BbF, BKF, BaP, DBA, BghiP Vv rozmezi
hodnot 10 — 0,01 mg/kg. Parametry kalibra¢nich ki¥ivek, limity detekce a kvantifikace jsou
uvedeny v tabulce 2. Koeficient korelace se pohybuje v rozmezi od 0,99995 do 0,99999, z
toho vyplyva, Ze vSechny kalibra¢ni zavislosti jsou linearni.

Tab. 2: Parametry kalibraénich kiivek, regresni koeficient, limity detekce a kvantifikace

Nazvy Rozsah . 2 LOQ
Rovnice regrese r LOD (mg/k
PAU (mg/kg) & (me/ke) (mg/kg)
PHE 100 - 0,01 6,82 10°x - 1,19 10* 0,99998 0,463 1,403
ANT 10-0,01 1,44 10°x + 1,15 10* 0,99999 0,22 0,66
FLT 100 - 0,01 1,46 10"x + 3,28 10° 0,99995 1,34 4,06
PYR 100 - 0,01 4,27 10'x + 5,97 10° 0,99997 0,86 2,61
BaA 10-0,01 2,18 10%x + 1,75 10° 0,99999 0,05 0,14
CHR 10-0,01 3,47 10%x + 6,70 10° 0,99997 0,11 0,33
BbF 10-0,01 6,64 10*x - 9,62 10° 0,99998 0,01 0,03
BKF 10-0,01 3,15 10 - 5,05 10° 0,99999 0,007 0,022
BaP 10-0,01 4,62 10% - 8,81 10° 0,99998 0,04 0,11
DBA 10-0,01 9,39 10°x - 3,38 10° 0,99998 0,004 0,012
BghiP 10-0,01 1,75 10% - 6,59 10° 0,99999 0,02 0,07
IPY 100 - 0,01 3,88 10’ - 1,69 10* 0,99998 0,29 0,89

(LOD = 3s4/ b kde s4 je smérodatna odchylka a b je smérnice kalibraéni ptimky, LOQ = 10s4/ b
kde sq je smérodatna odchylka a b je smérnice kalibra¢ni ptimky)
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5.2 Biodegradace PAU

V prvnim degrada¢nim experimentu byly vzorky odebrany po 3, 6 a 9 tydnech a nésledné
vyhodnoceny. Vysledky degradace vybranych PAU jsou uvedeny na obrazku 3 a 4 na stran¢
25-26. V grafu je vynesena na ose y koncentrace 12 PAU (PHE, ANT, FLT, PYR, BaA,
CHR, BbF, BkF, BaP, DBA, BghiP, IPY) a chybové usecky znédzoriiuji smérodatnou
odchylku. Na ose x jsou skupiny sloupcti reprezentujici jednotlivé houbové kmeny a piislusné
kontroly. V kontrole s prazci doslo k ibytku PAU o 24%, zatimco v kontrole s mrtvym
myceliem doslo k ubytku o 39%. Tento pokles je mozno pficist jednak volatilizaci v ptipadé
PHE (vyssi tenze par) a zejména k mikrobidlni degradaci piivodni autochtoni mikroflérou
podpoiené piidavkem mrtvého mycelia a ligninocelulosového substratu. Z vysledki vyplyva,
Ze houba P. ostreatus se na degradaci podilela ze 42% a |. lacteus se na degradaci podilel
Z24% (rozdil mezi experimentalnimi vzorky a kontrolou s mrtvym myceliem). Zbyvajici
ubytek tj. 24% byl zplsoben degradaci ptivodni mikroflorou. V pifipad€ obou hub dochézelo
vyrazné k degradaci PAU s niz§i molekulovou hmotnosti. Napiiklad PHE a ANT byly
degradovany z 60-70% oproti BKF, ktery byl degradovan pouze z 10%. Pravdépodobnym
vysvétlenim je nizk4 biologickad dostupnost vice-kruhovych PAU. Zajimavym vysledkem je,
ze hlavni ¢ast degradace se odehrala po 42 dnech. Zpomaleni degradace mize byt disledkem
né€kolika vlivi, jako je vyCerpani nékterych zivin nebo odstranénim degradovatelné ¢asti PAU
(ostatni nejsou biologicky dostupné). Z grafu je mozné pozorovat, ze kmen P. ostreatus
vykazoval lepsi degradac¢ni aktivitu a to vyssi nez kmen . lacteus.

Ve druhém degradacnim experimentu byly vzorky odebrany po 4 a 8 mésicich a nasledné
vyhodnoceny. Vysledky degradace druhého experimentu jsou uvedeny na obrazku 4 a 5 na
stran¢ 27-28. V grafu je vynesena na ose y koncentrace 12 PAU (PHE, ANT, FLT, PYR,
BaA, CHR, BbF, BkF, BaP, DBA, BghiP a IPY), chybové usecky znazornuji smérodatnou
odchylku. Na ose x jsou skupiny sloupct reprezentujici jednotlivé houbové kmeny a piislusné
kontroly. V kontrole s prazci doslo k ubytku PAU o 42% a v kontrole s mrtvym myceliem 0
56%. Pokles je opét pravdépodobné zpisoben tim, ze doslo casteéné k volatilizaci a

k mikrobialni degradaci ptivodni autochtoni mikroflorou. Z tohoto experimentu je ziejmé, ze
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P. ostreatus vykazoval lepsi degradacni schopnost a to o 35% a kmen houby I. lacteus 0 28%
(rozdil mezi experimentalnimi vzorky a kontrolou s mrtvym myceliem). Zbyvajici ubytek tj.
42% byl zptsoben degradaci ptivodni mikroflorou. Opét i v tomto experimentu dochéazelo
vyrazné k degradaci PAU s niz$i molekulovou hmotnosti (napi. PHE a ANT degradovany
ze 70-90%) a hlavni ¢ast degradace se odehrala po 4 meésicich. Lepsi degradacni aktivitu
vykazoval kmen P. ostreatus nez kmen I. lacteus.

V literatute Ize v podstaté nalézt jen jednu publikaci, kdy byly houby bilé hniloby pouzity
pro biodegradaci PAU v kontaminovaném dievé [19]. Mycelium houby P. ostreatus SMR684
rostlo na Petriho miskéach na rtiznych smésich odstépki dieva oSetienych kreosotovym olejem
a pSeni¢né slamé. Vysledek po 30. dnu ukazal vyrazny ubytek fenolt (vice nez 75%),
heterocyklickych slouc¢enin (od 40% do 80% v zavislosti na molekularni struktufe) 1
celkovych polycyklickych aromatickych uhlovodikl (65%).

Od té doby, co je ze zakona uloZené odstranéni polutantdl, je detoxikace dfeva namoteného
kreosotovym olejem problémem. Vhodnou cestou mohou byt biotechnologie, které pouzivaji
jako zaklad houby bilé hniloby (napi: P. ostreatus, I. lacteus), jejichz mycelia jsou schopny
rist na ligninolytickych materidlech a oxidovat aromatické organické molekuly
prostfednictvim extracelularnich enzymi (lignin peroxidasa, mangan-dependentni peroxidasa
a lakaza). Technologie péstovani kmene P. ostreatus ve velkém méfitku je znacné
prozkoumana, nebot’ se jedna o jedlou houbu Hlivu tustfi¢nou. Navic tzv. vyplozeny substrat
(sldma prorostld myceliem po sklizni plodnic) je v soucasnosti povazovan za odpad. Houby
bilé hniloby je mozné v praxi pouzit, avSak je potieba zvySit U¢innost biodegradace
k dosazeni legislativnich limitt pro PAU. Bez zvySené tG¢innosti tato metoda nema vyznam a
je zapotiebi zvolit jinou remediaéni metodu (napf. bioremediace v hromadach ,biopile®,

bioremediace ve vrstvé ,,land farming®, kompostovani aj.)
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Obr. 3: Degradace jednotlivych PAU houbou P. ostreatus v zelezni¢nich prazcich prvni
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6 Zavér

Z vysledku této bakalaiské prace vyplyva, Zze houba Pleurotus ostreatus méla vyssi
degrada¢ni schopnost v prvnim i druhém experimentu nez Irpex lacteus. P. ostreatus se
v prvnim degrada¢nim experimentu podilel na degradaci PAU z 42% a . lacteus podstatné
méné a to z24%. Ve druhém experimentu samotna houba P. ostreatus degradovala PAU
z235% a |. lacteus z 28%. V obou piipadech se na degradaci PAU podilela i ptvodni
autochtoni mikroflora. V této praci se potvrdilo, ze houby bilé hniloby jsou perspektivnimi
organismy pro bioremedia¢ni metody, které jsou schopny rozluk zna¢ného mnozstvi PAU. Je
vSak nutné zvysit G€innost biodegradace PAU k dosaZeni legislativnich limitd. MozZné
zpusoby spo€ivaji ve vybéru vhodnéjSiho inokula¢niho substratu, pouziti induktori
ligninolytického systému, ¢i zvySeni biodostupnosti PAU. Tyto experimenty vSak ptesahuji
ramec této bakalafské prace. Vyhodou ptipadné houbové technologie je moznost provadéet

bioremediace in situ a predevsim jeji nizsi cena.
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