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1. Uvod

Rozvoj nasi spolecnosti s sebou pfinesl Sirokou Skalu
novych chemickych sloucenin, které se dostavaji také do
zivotniho prostfedi, at’ uz umyslnou aplikaci, primyslo-
vym pouzivanim ¢i béhem nehod pfi zpracovani, dopravé
atd. U nékterych z té€chto latek dochazi k akumulaci v pro-
sttedi a mnohdy mohou byt transportovany na dlouhé
vzdélenosti, protoze je organismy odbourdvaji jen
s velkymi obtizemi. S timto faktem pak souvisi i skutec-
nost, ze jsou tyto latky také ukladany v télech organismt
a ohrozuji je svou toxicitou.

Dekontaminace postizenych oblasti je mozna pomoci
fyzikalné-chemickych postupii, které zahrnuji vytézeni
materialu, jeho odvoz a napf. spalovani v pecich. Tento
postup ma ale hned nékolik nevyhod, mezi které patii de-
vastace a zména razu krajiny, vznik meziproduktl s vyssi
toxicitou neZ ma plvodni kontaminant a také vysoké na-
klady'. Uvedené skute¢nosti vedly ke snaze vyvinout efek-
tivni technologie vyuZzivajici pfirozeny metabolicky poten-
cial rostlin (fytoremediace) nebo mikroorganismu zijicich
v jejich rhizosféfe (rhizoremediace) k odstrafiovani tako-
vychto latek z Zivotniho prostredi®”.
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2. Sekundarni metabolity rostlin

Existuji metabolické drahy, které probihaji jen v né-
kterych biologickych druzich nebo jen urcitych fazich
jejich vyvoje, a mohou byt typické pro nékteré tkané nebo
skupiny bun¢k. Tyto drahy jsou oznacovany jako sekun-
darni metabolismus®. Sekundérni metabolity stejnd jako
primérni metabolity mohou hrat velmi vyznamnou roli pro
produkujici organismus. Maji n€kolik rozli¢nych biologic-
kych funkci — mohou slouzit jako pfenaSece informaci
(hormony, transmitery), efektory jinych organismi
(barviva, ving¢, atraktanty, antibiotika, insekticidy, toxiny),
faktory pro vyuZivani ekologickych situaci (chelata¢ni
¢inidla, antibiotika, inhibitory antibiotické aktivity) a také
jako skladovaci formy odpadnich produktli primérniho
metabolismu®.

Sekundérni metabolity rostlin slouZici pro komunika-
ci a k obran¢ mohou byt, spoleéné s dal§imi nizkomoleku-
larnimi latkami, vylu€ovany ve forme rostlinnych exudatt
pomoci kotend do okolni rhizosféry’. Jako soudast exudati
byly identifikovany fytoalexiny, které slouzi k ochrané
rostlin pred stresem, fytosiderofory vyuzivané k zisku
esencialnich Zivin a fytoanticipiny slouzici jako antimi-
krobialni latky’. Zastoupeni jednotlivych latek v exuda-
tech se li§i podle druhu rostliny, a nékteré tyto slouceniny
mohou fungovat jako zdroj uhliku, dusiku a energie pro
bakterie obyvajici rhizosféru v zavislosti na druhu rostliny
a potiebach mikroorganismi®.

Exudaty se také podileji na utvafeni vzajemnych vzta-
hl mezi riznymi organismy. Rostliny ovliviiuji sloZzenim
svych exudati chemické vlastnosti okolni zeminy, ¢imz
meéni probihajici chemické reakce a slozeni bakterialnich
spolecenstev. Spolecné s produkcei fytotoxint a jejich vylu-
¢ovanim do rhizosféry mohou exudaty slouzit jako jeden
z prostfedkti mezidruhové konkurence. Latky obsazené
v exudatech mohou ale také slouzit ke komunikaci a napo-
mahat sousednim rostlindm odolévat patogenim piitom-
nym v prostiedi’. Rostliny ovliviiuji mikroorganismy
a také hmyz zijici v prostfedi jejich kofentl. Pozitivni vzta-
hy zahrnuji symbiézu napf. s mykorhiznimi houbami
a bakteriemi osidlujicimi rhizosféru, negativni naopak
parazitujici bakterie a plisn€ nebo hmyz.

Veskeré tyto vztahy jsou velmi dynamické, casto
dochézi k jejich zméndm a pro jejich udrZeni je tieba neu-
stala adaptace. Bylozravci plisobi zmény v produkei téka-
vych latek v rostlin€, kterou napadli, mikrobialni spolecen-
stva ovliviuji produkcei fenolovych latek v rostling i jejich
kotenech. Nékterymi vylu€ovanymi latkami rostliny pod-
poruji mykorhizni spoleCenstva a endofytni houby, které
mohou zpétné ovlivnit rist rostliny a jeji rezistenci ke stre-
su a $kiidcam®. Tyto interakce a nutnost porozuméni signa-
lim vysilanym rostlinami pravdépodobné pfimo souvisi
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s evoluci katabolickych enzymi, které se podileji na de-
gradaci polutantd diky strukturni podobnosti nékterych
z nich se sekundarnimi metabolity7.

Sekundarni metabolity rostlin se do pidy dostavaji
také pti rozkladu odumielych kofenti nebo pfi jejich se-
z6nni obmén&®. A diky jejich velkému mnozZstvi a riiznoro-
dosti se ocekava, ze ne vSechny sekundarni metabolity
stimuluji rhizoremediaci stejn& efektivng’.

Rostliny samotné jsou vsak také schopné degradace
organickych xenobiotik, ¢ehoz se da efektivné vyuzit
v procesu fytoremediace, ktera piedstavuje levnou a spole-
Censky prijatelnou alternativu odstrafiovani kontaminace
ze zeminy. Jako kazda metoda ma vSak i své nevyhody.
Mezi ty hlavni patii skute¢nost, ze vlivem toxicity prostie-
di dochazi k men$imu narGistu biomasy, kontaminanty
ulozené v listech se pii opadavani mohou uvolnit zpét,
ataké existuje moznost vzniku toxictéjSich metabolitd
xenobiotik pred jejich uloZenim v rostlinnych buiikéch?.

3. Prirodni latky a jejich vliv na mikrobialni
degradaci organickych xenobiotik

Tato studie shrnuje vliv rostlin a jimi produkovanych
ptirodnich latek (terpenti a fenolovych latek véetné flavo-
noidd) na Ubytek organickych kontaminantd, jako jsou
polychlorované bifenyly a polyaromatické uhlovodiky ve
vzorcich kontaminovanych zemin.

3.1. Pfirodni latky v kofenovych exudatech
a jejich vliv na mikrobidlni degradaci
organickych kontaminanta

Diky schopnosti rostlin produkovat obrovskou a riz-
norodou skupinu latek, které jsou casto obsazeny
v exudatech, jsou provadény také experimenty zkoumajici
vliv celych rostlin na mikrobidlni degradaci organickych
xenobiotik.

Yi a Crowley' se ve své studii zaméfili na vliv
43 rostlin na ubytek pyrenu a benzo[a]pyrenu z pady.
Z testovanych rostlin mély pouze 4 stimulujici U¢inek,
nejlepsi efekt byl pozorovan u celeru. U této rostliny byly
jako specifické latky identifikovany terpeny (vcetné€ limo-
nenu) a derivaty salicylové kyseliny, nicméné autofi ne-
prokazali jejich vliv na stimulaci degradace v piipadé obo-
hacovani pidy jejich chemicky ¢istymi formami. Spolec-
nym faktorem nejucinnéjsich rostlin, byla vysokéa koncen-
trace kyseliny linoleové, ktera patii mezi nejrozsifené;jsi
mastné kyseliny. Mechanismu jejiho plisobeni nebyla
v tomto ¢lanku vénovana pozornost, ale mize zodpovidat
za pozitivni nabohaceni hlavnich degradérd, nebo pravde-
podobnéji slouzi jako surfaktant zvysujici biologickou
dostupnost polyaromatickych uhlovodikti pro mikroorga-
nismy.

Rezek a spol.'” se ve svém experimentu vénovali stu-
diu vlivu btizy bélokoré, moruse Cervené a jilku vytrvalé-
ho na ubytek polyaromatikych uhlovodikii (PAU) ze zemi-
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ny. V této praci nebyly zkoumany specifické latky produ-
kované dfevinami a travinou zodpovédné za zvySeni de-
gradace PAU. Porovnani rizn¢ vegetovanych mikrokosmu
(vegetace dfevinami, kombinaci dfevin a traviny, hnojené
nebo nehnojené a kontrolni) poukazuje na to, ze hlavni roli
v degradaci PAU ve studované zemin¢ hraje pravdépodob-
n¢ pidni mikroflora. Nejlépe byly degradovany polyaro-
matické uhlovodiky pyren a fluoranthren, které také byly
v zeminé nejvice zastoupené, jinak byl ubytek PAU ve
vSech mikrokosmech srovnatelny.

Dalsi studie’ byla zaméfena na mikroorganismy Zijici
v kofenovych  systémech dospélych strom pfimo
v dlouhodobé kontaminované zeminé za ucelem identifi-
kace rostlin schopnych podporovat degradaci PCB a poro-
zuméni slozeni bakterialnich konsorcii schopnych dlouho-
dobé rhizoremediace. Kontaminovand oblast byla pokryta
travinami, bylinami a rostlo na ni 6 stromi — borovice
cerna, jasan ztepily, dvé biizy bélokoré, vrba jiva a trnov-
nik akat. Po celé kontaminované oblasti byly nalezeny
mikroorganismy schopné degradovat PCB, jejich pocet
aslozeni nekolisal, krom¢& rhizosféry borovice, kde
v obdobi od srpna do listopadu doslo ke zvySeni poctu
PCB degradertl, a biiz, kde doSlo naopak ke sniZeni jejich
poctu. Mnozstvi mikroorganismt se liSilo v zavislosti na
vzdalenosti od povrchu, coz je pravdépodobné zplisobeno
délkou kotent jednotlivych rostlin, a tim tedy i hloubkou,
do které jsou schopné vylucovat své exudaty.

Uhlik a spol.” se ve své praci vénovali studiu bakterii
schopnych metabolizace bifenylu v ptidé kontaminované
PCB v rhizosféte kienu selského. V experimentu byla
vyuzita metoda znadeni stabilnimi isotopy”"*, ktera umoz-
nuje studium bakterii aktivné metabolizujici bifenyl. Ak-
tivni populace se ve vegetované zeminé lisi od kontroly.
Jako dominantni byla ve vegetované zemin¢ identifikova-
na bakterie rodu Hydrogenophaga. U tohoto rodu se jiz
diive podafilo charakterizovat® dalsi bakterii schopnou
metabolizace bifenylu a kometabolizace mono- az trichlor-
bifenylt za nizké teploty. Déle byly identifikovany nékteré
bakterie z fadu Burkholderiales; z tohoto tadu je dikladné
prozkoumano mnoho kment s dobrymi schopnostmi de-
gradovat PCB**%°. Tato prace demonstruje skute¢nost, Ze
kultivace rostlin a rostlinny druh ma vliv na sloZeni mikro-
bialnich spolecenstev a jejich metabolismus.

V nasi laboratoti byl také zkouman vliv sekundérnich
metabolitll limonenu, naringinu a kyseliny kdvové na bak-
terialni degradaci PCB v dlouhodobé kontaminované ze-
ming. Pouzité latky stimulovaly ubytek kontaminantl a po
vyhodnoceni vysledkd byly sekundarni metabolity v Cisté
formé nahrazeny pifirodnimi materidly — klrou citronu
(limonen), kiirou grepu (naringin) a hruskami (kyselina
kavova). Pti pouziti pfirodnich materialti nebyla degradace
stimulovéna tak efektivn€ jako v pfipad€ cistych forem
sekundarnich metabolitdi, coz naznacuje, zZe prirodni mate-
ridly mohou krom stimulujicich latek obsahovat zarovenl
latky potlacujici degradacni aktivitu pfitomnych mikroor-
ganismi nebo latky antimikrobialni.
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3.2. Terpeny

Terpeny pfedstavuji ptirodni latky odvozené ze spoje-
ni jednotek isoprenu riznymi zpUsoby; biologicka syntéza
vychazi zisopentenyldifosfatu a dimethylallyldifosfatu.
Oba prekurzory vznikaji kondenzaci tii jednotek acetylko-
enzymu A. Terpeny se déli podle poctu isoprenovych jed-
notek na monoterpeny (spojeni 2 isoprenovych jednotek),
seskviterpeny (3 isoprenovych jednotek), diterpeny
(4 isoprenové jednotky), sesterterpeny (5 isoprenovych
jednotek), triterpeny (6 isoprenovych jednotek) a polyter-
peny. Monoterpeny a seskviterpeny jsou tvoieny prede-
v§im v rostlinnych pletivech, vyssi terpeny se vyskytuji
v rostlinnych pletivech i Zivoc¢iSnych tkanich. Mnohé
znich maji vyznamnou biologickou ulohu, jsou soucésti
rostlinnych silic a pryskytic'’.

vvvvvv

ktery slouzi jako prekurzor dalSich terpenu a také je vyuzi-
van v kosmetice pii vyrobé parfému. Z hlediska stimulace
rhizoremediace je vyznamny predev§im limonen, ktery se
vyskytuje v ktife citrusovych plodi, kminové silici a silici
indickych trav Andropogon nardus, ze které se také ziska-
va. Limonen je prekurzorem karvonu produkovaného ma-
tou, koprem a kminem.

Bylo provedeno nékolik pokusi vyuzivajicich terpeny
ke stimulaci degradace organickych xenobiotik.

Hernandez a spol.'" zkoumali vliv p¥irodnich materia-
It obsahujicich terpeny — kiry pomerance, listl biectanu,
jehli¢i borovice a listd eukalyptu — na sniZzeni obsahu PCB
v zeminé kontaminované smési Aroclor 1242. Po pulrocni
inkubaci doslo ve vSech zeminach s pridavkem ptirodnich
materialti ke kompletni mineralizaci, zatimco v kontrolni
zemin¢ byl patrny pouze rozklad niZzechlorovanych konge-
nerd.

Singer a spol. © vroce 2000 popsali vliv karvonu
a surfaktantii na bioremediaci pidy kontaminované stejnou
smési PCB Aroclor 1242 pomoci bakterialnich kmend
Arthrobacter sp. B1B a Ralstonia euthropha H850, jejichz
rust byl nejprve indukovan bifenylem. Surfaktanty zde
slouzily jako zdroje uhliku a zvySovaly biologickou do-
stupnost PCB. Jako nejvyhodnéjsi z testovanych surfaktan-
th se jevil sorbitantrioleat (ST), ktery je ptidnimi mikroor-
ganismy snadno degradovan a nepiedstavuje tak dalsi toxi-
kologickou zatéz pro prostfedi. Riizné kombinace ptidav-
ku karvonu a fruktosy vykazovaly srovnatelnou G¢innost
degradace, zatimco pfi pouziti inokula obou bakterialnich
kmenti doslo k rozsifeni spektra odbouravanych kongene-
ri. Dalsi studie” se vénovala vlivu terpent, bifenylu
a hydroxypropyl-pB-cyklodextrinu na aerobni degradaci
PCB. Autofi pouzili dvé rizné zeminy liSici se obsahem
organickych latek a dusiku. Z vysledka je patrné, Ze ptida-
vané sekundarni metabolity rostlin maji srovnatelny efekt
jako osvédceny induktor bifenyl. Pfidavek hydroxypropyl-
-B-cyklodextrinu vyvolal vétsi ubytek tetra- a pentachloro-
vanych PCB v zeminé¢ svyS$§im obsahem organickych
latek. Spole¢na kombinace vyse uvedené¢ho surfaktantu
spole¢né s bifenylem vyvolala naopak snizeny ubytek.

Dali experiment'® se vénoval studiu vlivu limonenu
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a karvonu na schopnost bakterialniho druhu Pseudomonas
stutzeri degradovat smés Delor 103. Pfi pouziti glukosy
jako zdroje uhliku doslo po indukci limonenem
k odbourani srovnatelného mnoZstvi vySechlorovanych
kongenert jako v kontrole, odbourani nize chlorovanych
kongeneri bylo po indukci limonenem zvyseno. Indukce
karvonem o nizsi koncentraci byla srovnatelnd s indukcei
limonenem, pifi zvySeni koncentrace karvonu doslo
k zastaveni biodegradace. Vyuziti glycerolu jako zdroje
uhliku vedlo k men$imu ubytku PCB, ale bylo rozsifeno
spektrum degradovanych kongenerti. Tento experiment
poukazuje na skutecnost, ze pouzité koncentrace pouZziva-
nych sekundarnich metabolitli a stupen chlorace pritom-
nych kongenert PCB hraji vyznamnou roli v biodegradaci.

McLoughlin a spol.'® se zamsfili na vliv limonenu
a a-pinenu, hlavni rostlinné latky vyluované do lesni
pudy, na mineralizaci 2,4-dichlorfenolu (hlavni katabolic-
ky produkt degradace rozsifeného herbicidu a kontaminan-
tu pady i vody 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny'®). Zemi-
na pro tento experiment byla odebrana ze tii riznych vege-
tacnich typd vylucujicich isopren a monoterpeny — z okoli
borovice lesni, dubu letniho a smési trav rostoucich na
raSelin€. Mineralizace 2,4-dichlorfenolu v jednotlivych
typech pudy se vyznamné neliSila, nicméné o-pinen mél
lepsi vliv neZ limonen v travnaté piidé a v zemin¢ z okoli
borovice.

3.3. Fenolové latky

Fenolové latky predstavuji dalSi pocetnou skupinu
sekundarnich metaboliti. Tyto latky vznikaji Sikimatovou
cestou, stejn¢ jako aromatické aminokyseliny. Tato draha
probihd u mikroorganismil a rostlin, ale u zvifat ne. Cen-
tralnim metabolitem je Sikimova kyselina, kterd vznika
kondenzaci fosfoenolpyruvatu a D-erythrosa-4-fosfatu. Ze
Sikimové kyseliny dale vznikaji aromatické aminokyseli-
ny, benzoové kyseliny a skoficové kyseliny. Modifikace
téchto latek vedou k syntéze lignind a lignant, fenylpro-
penti a kumarint'”.

Dalsim sledem reakci vznika také 2,3-dihydroxy-
benzoova kyselina, ktera je soucasti enterobaktinu, silného
sideroforu nalezeného v bakterii E. coli a dal$ich gramne-
gativnich bakteriich. Siderofory jsou slouceniny dilezité
pro zisk dostate¢ného mnozstvi zeleza z prostiedi ve formé
vyuzitelné pro rist mikroorganisma'’.

Dalsi vyznamnou slou¢eninou vznikajici Sikimatovou
drdhou je p-aminobenzoova kyselina, kterd je soucésti
kyseliny listové (vitamin Bo)"”.

L-Phe a L-Tyr slouzi jako prekurzory skoficové kyse-
liny a jejich derivatl (napf. kyseliny kavové, ferulové nebo
sinapové). Tyto kyseliny jsou dale vyuzivany jako prekur-
zory pro vznik ligninu (rostlinny polymer zesilujici bunéc-
né stény rostlinnych bunék slouzici také jako zésoba aro-
matickych latek). Monomery vyuzivané pro vznik ligninu
jsou druhové zavislé, ale vétsinou jde o skoficovy alkohol,
koniferylakolhol a sinapylalkohol. Spojovani téchto jedno-
tek je umoznéno Cinnosti peroxidas. Monomery konyfery-
lalkoholu mohou byt spojovany pouze mezi sebou a jejich
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dimery jsou oznaGovany jako lignany'’.

Skoticova kyselina a jeji derivaty mohou podléhat
také redukci za vzniku sloucenin oznacovanych jako fe-
nylpropanoidy. Pfikladem je skoficovy aldehyd obsazeny
v kuife skoficovniku, ktery se vyuziva v potravinaistvi jako
koteni a aroma. Podobné olej z hiebickovce kotfenného
obsahuje vysoké mnoZzstvi eugenolu, ktery je vyuZivan
jako anestetikum v zubni medicing'’.

Benzoové kyseliny mohou vznikat z intermediatd na
pocatku drahy nebo alternativné z derivata skoficové kyse-
liny. Timto zptsobem vznika napf. kyselina salicylova
vyuZivana jako G&inn4 latka v aspirinu'’.

Hydroxylaci derivatii skoficovych kyselin vznikaji
kumariny, mezi které patii dikumarol s antikoagula¢nimi
ucinky (pfedchidce warfarinu pouZzivaného v soucasné
dob¢). Linearni formy jsou oznacovany jako psoraleny
amaji schopnost vyvolavat pigmentaci kuze, diky cemuz
jsou vyuzivany v kosmetickych piipravcich na opalovani'”.

Z esterl skoficové kyseliny a koenzymu A jako vy-
chozich latek vznikaji polyketidovou syntézou stilbeny,
které mohou byt dale prodluzovany stejnou cestou za vzni-
ku flavonoidi. Flavonoidy jsou mezi rostlinami velmi
rozsitené a Casto se vyskytuji ve formé glykosidi. VétSina
flavonoidi obsahuje fenylbenzopyronové jadro a lisi se
v poctu a umisténi hydroxylovych skupin. U téchto slouce-
u kvercetinu obsazeného v rostlinnych pletivech ve vysoké
koncentraci), ktery je vyuZivan jako prevence kardi-
ovaskularnich chorob nebo nékterych forem rakoviny'’.

I v ptipad€ fenolovych latek byl studovan jejich vliv
na stimulaci degradace organickych xenobiotik. Napt. Luo
a spol. ve vyse zminéné studii’® zkoumali vliv kumarinu
a naringinu se zavérem, ze nékteré flavonoidy maji obdob-
ny u¢inek na indukci mikrobidlni degradace PCB jako
terpeny a bifenyl.

4. Zavér

Z uvedenych ptikladt studii vyplyva, ze pii vyuziti
rostlin”'®?7* a jejich exudatd dochizi v porovnani
s kontrolami ke zvySenému odbouravani kontaminanti.
Tento nartst se 1isi zejména v zavislosti na vlastnostech
pouzité zeminy a biologické dostupnosti kontaminantu,
1 kdyZ vliv jednotlivych rostlin a latek obsaZenych v jejich
exudatech je také patrny.

Az do nedavné doby vétSina studii pracovala pouze
s tzv. ,.kultivovatelnymi* mikroorganismy, pfipadné byly
vyhodnocovany pouze analytické vysledky Ubytku PCB
vlivem viech ptitomnych mikroorganisma. Uinek samot-
nych asepticky péstovanych rostlin bylo mozno vyhodnotit
pomoci tkafovych kultur®. Oviem roli dosud nekultivova-
telnych mikroorganismii bylo mozno objasnit az
v poslednich letech srozvojem metagenomickych pfistu-
pi’’ — zejména novych sekvenénich technologii, zavedeni
rutinnich postupti izolace ptidni DNA ¢i RNA a rovnéz
znaceni stabilnimi izotopy.
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Na zéklad¢ vySe uvedenych fakti je velmi pravdépo-
dobné mozné vytipovat podminky vyhovujici konkrétnimu
prostiedi zahrnujici rostliny schopné rustu v dané oblasti,
pfipadné prirodni latky, které by mohly nahradit jejich
pritomnost, a pritom mély stejny podpurny efekt, bakteri-
alni kmeny, které nejlépe reaguji na dostupné slouceniny
a jsou schopny efektivni degradace.

Prace vznikla za finanéni podpory projektu GACR
525/09/1058 a EU projekt MINOTAURUS (FP7-KBBE-
2010-4/265946).
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L. Musilova, O. Uhlik, M. Mackova, and T. Macek
(Department of Biochemistry and Microbiology, Faculty of
Food and Biochemical Technology, Institute of Chemical
Technology Prague): The Role of Secondary Plant Me-
tabolites in Bacterial Degradation of Organic Xenobio-
tics

This article summarizes basic information about the
role of plant secondary metabolites in the remediation of
polychlorinated biphenyls (PCBs). Terpenes and phenolics
are discussed more in detail with focus on their ability to
stimulate microbial degradation of xenobiotics. The study
points out that amendments of contaminated soil with
plant secondary metabolites influences the removal of
organic xenobiotics from soil. Many of these experiments
have provided satisfactory results that can be used to im-
prove bioremediation techniques.



