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Perzistence organick˝ch polutant˘ v horninovÈm prost¯edÌ v˘Ëi biologickÈmu rozkladu nenÌ vûdy d·na toxicitou p¯Ìtomn˝ch kontaminant˘, ale takÈ jejich 
nedostupnostÌ pro biologickÈho Ëinitele, kter˝m je nejËastÏji mikroorganismus. Nedostupnost je zp˘sobov·na buÔ velmi nÌzkou rozpustnostÌ tÏchto l·tek ve vodnÈm 
prost¯edÌ (vysokou hydrofobitou) nebo pevnou sorpcÌ na povrchu Ë·stic zeminy. Pevnost tÈto vazby se obvykle zvyöuje s dÈlkou trv·nÌ kontaminace danÈho 
prost¯edÌ. Jednou z cest, jak zv˝öit moûnost utilizace takov˝chto kontaminujÌcÌch sloûek p¯Ìtomn˝mi (autochtonnÌmi), respektive aditivnÌmi mikroorganismy, je 
aplikace povrchovÏ aktivnÌch l·tek. Vedle zv˝öenÌ dostupnosti uhlÌkat˝ch substr·t˘ (polutant˘) pro mikroorganismy, mohou mÌt prepar·ty surfaktant˘, vzhledem ke 
svÈ vysokÈ povrchovÈ aktivitÏ a chemickÈmu sloûenÌ, takÈ negativnÌ vliv na pouûitÈho degradÈra. V p¯ÌspÏvku jsou porovn·ny vlastnosti nÏkolika komerËnÏ 
dostupn˝ch prepar·t˘ surfaktant˘ z hlediska jejich moûnÈho uplatnÏnÌ p¯i bioremediaËnÌch procesech. Testy byly prov·dÏny se smÌöenou mikrobnÌ populacÌ 
pouûÌvanou spoleËnostÌ INPOST pro biologickou dekontaminaci podzemnÌ vody a zeminy kontaminovanÈ ropn˝mi uhlovodÌky.

Materi·l a metody
SloûenÌ prepar·tu smÌöenÈ mikrobnÌ populace je uvedeno v Tab. I. 
ZastoupenÌ uveden˝ch mikrobnÌch druh˘ je v˝sledkem optimalizace poskytujÌcÌ velmi 
öirokÈm spektrum degradovan˝ch ropn˝ch l·tek a vysokÈ stability prepar·tu v 
promÏnliv˝ch podmÌnk·ch vnÏjöÌho prost¯edÌ. V Tab. II je uveden seznam 
komerËnÏ dostupn˝ch surfaktant˘, potenci·lnÏ pouûiteln˝ch jako aditivnÌ 
sloûka bioremediaËnÌch proces˘.
StanovenÌ kritickÈ micel·rnÌ koncentrace 
DosaûenÌ koncentrace surfaktantu, p¯i kterÈ se ve vodnÈm roztoku zaËÌnajÌ tvo¯it 
micely (intermolekul·rnÌ agreg·ty surfaktantu), se projevuje skokovou zmÏnou 
povrchovÈho napÏtÌ roztoku. Velikost povrchovÈho napÏtÌ roztok˘ surfaktant˘ byla 
stanovena na z·kladÏ  stanovenÌ kapil·rnÌ elevace. 
KultivaËnÌ techniky
P¯Ìprava inokula: Elenmeyerovy baÚky (250 ml) s 50 ml ûivnÈho bujonu (Hi-Media, 
India) byly zaoËkov·ny bakteri·lnÌmi kmeny (Tab. I) uchov·van˝mi na öikm˝ch 
agarech. Po 72 hodin·ch kultivace na t¯epaËce p¯i 20 ∞C byly jednotlivÈ populace 
smÌch·ny a v˝sledn· smÏs pouûita pro inokulaci.
Vliv surfaktant˘ na r˘st smÌöenÈ bakteri·lnÌ populace: Do Erlenmeyerov˝ch banÏk 
(250 ml) s 50 ml mÈdia BSM byly p¯id·ny zdroje uhlÌku: (0,1 g/l glukosy + 1 g/l oleje 
Koramo). Inokulace byla provedena 1 ml v˝öe popsanÈho inokula. D·le byly p¯id·ny 
surfaktanty v koncentraci 40 mg/l. Tato hodnota se pohybuje v intervalu mezi CMC a 
dvojn·sobkem CMC stanovenÈ pro jednotlivÈ surfaktanty (viz d·le). VariantnÏ byly 
provedeny kultivace v p¯Ìtomnosti surfaktant˘ jako jedin˝ch C-zdroj˘, resp. kultivace 
s glukosou + olejem bez aplikace surfaktant˘. R˘st biomasy byl sledov·n jako zmÏna 
optickÈ denzity media mÏ¯en· p¯i vlnovÈ dÈlce 400 nm proti sterilnÌmu mediu.
StanovenÌ biodegradaËnÌ aktivity - laboratornÌ testy: Do lahvÌ o objemu 1 l bylo 
odv·ûena zemina v mnoûstvÌ odpovÌdajÌcÌm 100 g suöiny. OdpovÌdajÌcÌ vlhkosti  (ca 
40 %) a koncentrace nutrient˘ bylo dosaûeno p¯Ìdavkem 20 ml vody obohacenÈ o 
ûiviny v koncentraci: 0,13 g/l KH2PO4, 0,17 g/l K2HPO4 a 3,0 g/l (NH4)2SO4. 
ParalelnÏ byly provedeny experimenty, kde do lahvÌ byly p¯id·ny takÈ surfaktanty v 
mnoûstvÌ 0,030 g/kg suö. zem. Do kaûdÈ lahve byla vloûena zkumavka s 20 ml 1M 
KOH. Lahve byly uzav¯eny a kultivov·ny 1 t˝den p¯i pokojovÈ teplotÏ. 
Mikrobiologick˝ rozbor byl proveden kultivacÌ na MPA agaru a agaru M-63 
obsahujÌcÌm jako jedin˝ C-zdroj motorovou naftu.

V˝sledky a diskuse
P¯i CMC (kritick· micel·rnÌ koncentrace) vytv·¯Ì p¯Ìsluön· povrchovÏ aktivnÌ l·tka 
agreg·ty - micely, do kter˝ch se mohou zachytit hydrofobnÌ l·tky a zv˝öit tak sv˘j 
podÌl ve vodnÈ f·zi. V Tab. III jsou uvedeny hodnoty CMC testovan˝ch surfaktant˘. 
Interakce testovan˝ch surfaktant˘ na smÌöenou mikrobnÌ populaci (Tab. I) byla 
ovÏ¯ena za r˘zn˝ch modelov˝ch situacÌ (Tab. IV, Obr. 1 - 3). Z v˝sledk˘ je patrnÈ, ûe 
û·dn˝ z aplikovan˝ch surfaktant˘ nevytvo¯il v prost¯edÌ podmÌnky, kterÈ by vedly ke 
zv˝öenÌ r˘stu biomasy ve srovn·nÌ s kontrolnÌm experimentem (bez aplikace 
surfaktantu). P¯esto byly nalezeny mezi jednotliv˝mi prepar·ty znaËnÈ rozdÌly. MÌrnÏ 
negativnÌ vliv na r˘st mÏly prepar·ty Reoclean, Biocleaner a Slovasol v po¯adÌ jak jsou 
uvedeny. Z hodnocenÌ Obr. 3 plyne, ûe û·dn˝ z testovan˝ch surfaktant˘ nenÌ za 
dan˝ch kultivaËnÌch podmÌnek vyuûÌv·n smÌöenou mikrobnÌ populacÌ jako zdroj 
uhlÌku a energie. NegativnÌ ˙Ëinky na bunÏËnou populaci za tÏchto ner˘stov˝ch 
podmÌnek se projevujÌ u jednotliv˝ch prepar·t˘ r˘znou mÏrou. Z tohoto pohledu lze 
mezi surfaktanty nejöetrnÏjöÌ k smÌöenÈ bakteri·lnÌ populaci za¯adit zejmÈna Reoclean 
a Slovasol. Pokud do hodnocenÌ zahrneme takÈ cenu prepar·t˘, vych·zÌ jako 
nejvhodnÏjöÌ prepar·t Reoclean. Velmi d˘leûitÈ je takÈ zjiötÏnÌ, ûe pr·vÏ Reoclean 
uvolnil ze vzorku zeminy s pevnÏ v·zanou organickou f·zÌ nejvÏtöÌ podÌl ropn˝ch 
uhlovodÌk˘ (v˝sledky nejsou uvedeny).
Reoclean a Slovasol byly vybr·ny pro dalöÌ experimenty zamÏ¯enÈ na ovÏ¯enÌ posÌlenÌ 
biodegradace vysoce hydrofobnÌch resp. pevnÏ sorbovan˝ch ropn˝ch uhlovodÌk˘ v 
zemin·ch. LaboratornÌ testy biodegradaËnÌ aktivity a byly provedeny se vzorky re·lnÈ 
zeminy dlouhodobÏ kontaminovanÈ ropn˝mi uhlovodÌky s p¯evahou nafty a 
motorovÈho oleje. Celkov· koncentrace NEL byla 24 000 mg/l. V˝sledky jsou shrnuty 
v Tab. IV. V p¯Ìtomnosti surfaktantu Reoclean bylo opÏt dosaûeno nejlepöÌch v˝sledk˘, 
a to jak z hlediska reprodukce mikroorganism˘ v pr˘bÏhu experimentu, tak z hlediska 
rychlosti degradace ropnÈho zneËiötÏnÌ. 

Z·vÏr
Aplikace surfaktant˘ jako souË·sti bioremediaËnÌ technologie m˘ûe v˝raznÏ urychlit biodegradaËnÌ proces a stabilizovat mikrofloru, kter· se na tomto procesu 
podÌlÌ. Takov·to modifikace technologie vöak musÌ vych·zet ze  znalostÌ z·kladnÌch fyzik·lnÏ-chemick˝ch vlastnostÌ prepar·tu (CMC, povrchov· aktivita) a jeho 
biologickÈ aktivity v˘Ëi p¯Ìtomn˝m mikroorganism˘m.

1 Gordonia terrae CCM 2633
2 Pseudomonas putida CCM 3423
3 Pseudomonas fluorescens CCM 2115
4 Pseudomonas fluorescens 1K
5 Pseudomonas fluorescens AB
6 Rhodococcus coprophilus CCM 2723
7 Ralstonia eutropha CCM 3726

2
3
4
5
6

1 Mighty Mike
Biocleaner
Reoclean
SuperNeu R
Slovasol 255
Slovasol 255.13

Sufaktant Mighty 
Mike Biocleaner Reoclean SuperNeuR Slovasol Slovasol 

255.13

CMC [g/l] 0,034 0,034 0,025 0,035 0,021 0,021

Tab. I Seznam kmen˘ zastoupen˝ch 
v prepar·tu 

Tab.III KritickÈ micel·rnÌ koncentrace testovan˝ch surfaktant˘.

Tab.IV Vliv p¯Ìtomnosti surfaktant˘ na biodegradaËnÌ aktivitu v 
zeminÏ kontaminovanÈ ropn˝mi uhlovodÌky

Tab. II Seznam testo-
van˝ch surfaktant˘

PoË·tek experimentu Konec experimentu
HeterotrofnÌ 

mikroorganismy
1/g

HeterotrofnÌ 
mikroorganismy

1/g
degrad.
naftu

degrad.
naftucelkem celkem

CO2 BA

Kontrola 1,843x106 1,05x105 3,73x107 8,99x105 355,81 110,30
Slovasol 1,843x106 1,05x105 3,85x107 4,58x106 430,52 133,46
Reoclean 1,843x106 1,05x105 4,34x107 1,05x107 501,50 155,47

CO2 - [mg CO2 / kg zeminy / 24 h]
BA -[mg RU / kg zeminy / 24 h]

Obr. 1 Vliv p¯Ìtomnosti surfaktan-
t˘ v mediu na r˘st smÌöenÈ popu-
lace na pozadÌ glukosy a oleje 
jako zdroj˘ uhlÌku a energie.   
   Mighty Mike;    Biocleanar;    Reoclean;      
 SuperNeu R;    Slovasol;    Slovasol 255.13;
 kontrola

Obr. 3 Vliv p¯Ìtomnosti surfaktan-
t˘ na koncentraci smÌöenÈ popu-
lace v pr˘bÏhu kultivace v mine-
r·lnÌm mediu bez C-zdroje.    
 Mighty Mike;    Biocleanar;    Reoclean;      
 SuperNeu R;    Slovasol;    Slovasol 255.13

Obr. 2 Vliv p¯Ìtomnosti surfaktant˘ v mediu na maxim·lnÏ dosaûe-
nou koncentraci biomasy smÌöenÈ populace na pozadÌ glukosy a 
oleje jako zdroj˘ uhlÌku a energie.    
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