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inpost ICT PRAGUE

Perzistence organickych polutanti v horninovém prostfedi vaci biologickému rozkladu neni vidy ddna toxicitou pritomnych kontaminanti, ale také jejich
nedostupnosti pro biologického cinitele, kterym je nejcastéji mikroorganismus. Nedostupnost je zpiisobovana bud velmi nizkou rozpustnosti téchto latek ve vodném
prostiedi (vysokou hydrofobitou) nebo pevnou sorpci na povrchu ddstic zeminy. Pevnost této vazby se obvykle zvysuje s délkou trvani kontaminace daného
prostiedi. Jednou z cest, jak zvysit moznost utilizace takovychto kontaminujicich slozek pfitomnymi (autochtonnimi), respektive aditivnimi mikroorganismy, je
aplikace povrchové aktivnich litek. Vedle zvyseni dostupnosti uhlikatych substratia (polutantii) pro mikroorganismy, mohou mit preparaty surfaktanti, vzhledem ke
své vysoké povrchové aktivité a chemickému slozeni, také negativni vliv na pouzitého degradéra. V prispévku jsou porovniny vlastnosti nékolika komercné
dostupnych preparati surfaktantt z hlediska jejich mozného uplatnéni pfi bioremediacnich procesech. Testy byly providény se smisenou mikrobni populaci

pouzivanou spolecnosti INPOST pro biologickou dekontaminaci podzemni vody a zeminy kontaminované ropnymi uhlovodiky.

Material a metody

Slozeni preparatu smiSené mikrobni populace je uvedeno v Tab. I. Tap. | Seznam kmenu zastoupenych

Zastoupeni uvedenych mikrobnich druhu je vysledkem optimalizace poskytujici velmi
Sirokém spektrum degradovanych ropnych liatek a vysoké stability preparatu v
proménlivych podminkach vnéjsiho prostiedi. V Tab. Il je uveden seznam
komercéné dostupnych surfaktantu, potenciilné pouzitelnych jako aditivni
slozka bioremedia¢nich procesii.

Stanoveni kritické micelarni koncentrace

Dosazeni koncentrace surfaktantu, pii které se ve vodném roztoku zacinaji tvofit
micely (intermolekuldrni agregaty surfaktantu), se projevuje skokovou zménou
povrchového napéti roztoku. Velikost povrchového napéti roztoka surfaktanti byla
stanovena na zakladé stanoveni kapildrni elevace.

Kultivacni techniky

Priprava inokula: Elenmeyerovy banky (250 ml) s 50 ml zivhého bujonu (Hi-Media,
India) byly zaockovany bakteridlnimi kmeny (Tab. I) uchovdvanymi na sikmych
agarech. Po 72 hodinich kultivace na tiepacce pfi 20 °C byly jednotlivé populace
smichdny a vyslednd smés pouzita pro inokulaci.

Vliv surfaktantii na rist smisené bakteridlni populace: Do Erlenmeyerovych banék
(250 ml) s 50 ml média BSM byly pfidiny zdroje uhliku: (0,1 g/l glukosy + 1 g/l oleje
Koramo). Inokulace byla provedena 1 ml vyse popsaného inokula. Dale byly pridany
surfaktanty v koncentraci 40 mg/l. Tato hodnota se pohybuje v intervalu mezi CMC a
dvojnasobkem CMC stanovené pro jednotlivé surfaktanty (viz dale). Variantné byly
provedeny kultivace v pfitomnosti surfaktanta jako jedinych C-zdroju, resp. kultivace
s glukosou + olejem bez aplikace surfaktanti. Rist biomasy byl sledovdn jako zména
optické denzity media méiena pfi vinové délce 400 nm proti sterilnimu mediu.
Stanoveni biodegradacni aktivity - laboratorni testy: Do lahvi o objemu 1 1 bylo
odvizena zemina v mnozstvi odpovidajicim 100 g susiny. Odpovidajici vlhkosti (ca
40 %) a koncentrace nutrientit bylo dosazeno piidavkem 20 ml vody obohacené o
ziviny v koncentraci: 0,13 g/l KH, PO, 0,17 g/l K HPO, a 3,0 g/l (NH)),SO.,.
Paralelné byly provedeny experimenty, kde do lahvi byly pfidany také surfaktanty v
mnozstvi 0,030 g/kg sus. zem. Do kazdé lahve byla vlozena zkumavka s 20 ml 1M
KOH. Lahve byly uzavieny a kultivoviny 1 tyden pii pokojové teploté.
Mikrobiologicky rozbor byl proveden kultivaci na MPA agaru a agaru M-63

obsahujicim jako jediny C-zdroj motorovou naftu.

Vysledky a diskuse

Pii CMC (kritickd micelarni koncentrace) vytvaii prislusna povrchové aktivni latka
agregaty - micely, do kterych se mohou zachytit hydrofobni latky a zvysit tak svij
podil ve vodné ftizi. V Tab. III jsou uvedeny hodnoty CMC testovanych surfaktanti.
Interakce testovanych surfaktantii na smiSenou mikrobni populaci (Tab. I) byla
ovéiena za ruznych modelovych situaci (Tab. IV, Obr. 1 - 3). Z vysledka je patrné, ze
zadny z aplikovanych surfaktanti nevytvoril v prostfedi podminky, které by vedly ke
zvyseni rustu biomasy ve srovndni s kontrolnim experimentem (bez aplikace
surfaktantu). Pfesto byly nalezeny mezi jednotlivymi preparaty znacné rozdily. Mirné
negativni vliv na rast mély preparaty Reoclean, Biocleaner a Slovasol v poradi jak jsou
uvedeny. Z hodnoceni Obr. 3 plyne, Ze Zddny z testovanych surfaktantii neni za
danych kultiva¢nich podminek vyuzivin smisenou mikrobni populaci jako zdroj
uhliku a energie. Negativni ucinky na bunécnou populaci za téchto nerastovych
podminek se projevuji u jednotlivych preparata riznou mérou. Z tohoto pohledu lze
mezi surfaktanty nejsetrnéjsi k smisené bakteridlni populaci zaradit zejména Reoclean
a Slovasol. Pokud do hodnoceni zahrneme také cenu preparati, vychdzi jako
nejvhodnéjsi preparit Reoclean. Velmi dulezité je také zjiSténi, ze pravé Reoclean
uvolnil ze vzorku zeminy s pevné vdzanou organickou fazi nejvétsi podil ropnych
uhlovodika (vysledky nejsou uvedeny).

Reoclean a Slovasol byly vybriany pro dalsi experimenty zaméiené na ovérfeni posileni
biodegradace vysoce hydrofobnich resp. pevné sorbovanych ropnych uhlovodika v
zeminach. Laboratorni testy biodegradacni aktivity a byly provedeny se vzorky redlné
zeminy dlouhodobé kontaminované ropnymi uhlovodiky s pfevahou nafty a
motorového oleje. Celkova koncentrace NEL byla 24 000 mg/l. Vysledky jsou shrnuty
v Tab. IV. V pritomnosti surfaktantu Reoclean bylo opét dosazeno nejlepsich vysledka,
a to jak z hlediska reprodukce mikroorganismii v pribéhu experimentu, tak z hlediska
rychlosti degradace ropného znecisténi.

Zaver

V preparatu

Gordonia terrae CCM 2633
Pseudomonas putida CCM 3423
Pseudomonas fluorescens CCM 2115

Tab. Il Seznam testo-

vanych surfaktantu
Mighty Mike
Biocleaner

Reoclean
Pseudomonas fluorescens 1K

Pseudomonas fluorescens AB

Rhodococcus coprophilus CCM 2723
Ralstonia eutropha CCM 3726

SuperNeu R

Slovasol 255
Slovasol 255.13

Tab.lll Kritické micelarni koncentrace testovanych surfaktantu.
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Obr. 1 Vliv pritomnosti surfaktan- Obr. 3 Vliv pfitomnosti surfaktan-
tu v mediu na rust smiSené popu- tl na koncentraci smiSené popu-
lace na pozadi glukosy a oleje lace v prubéhu kultivace v mine-
jako zdroju uhliku a energie. ralnim mediu bez C-zdroje.

B Mighty Mike; A Biocleanar; BReoclean; ® Mighty Mike; A Biocleanar; B Reoclean;
¢ SuperNeu R; ® Slovasol; A Slovasol 255.13; ¢ SuperNeu R; eSlovasol; A Slovasol 255.13
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Obr. 2 Vliv pritomnosti surfaktantl v mediu na maximalné dosaze-

nou koncentraci biomasy smiseneé populace na pozadi glukosy a
oleje jako zdroju uhliku a energie.

Tab.lV Vliv pfitomnosti surfaktantl na biodegradacni aktivitu v
zemine kontaminovaneé ropnymi uhlovodiky

. Pocatek experimentu Konec experimentu

Heterotrofni

Heterotrofni
mikroorganismy

mlkroor/ganlsmy

celkem degrad. | celkem ~ degrad.
naftu naftu

1,843x10¢ 1,05x105| 3,73x107
1,843x10°¢ 1,05x105] 3,85x107
Reoclean 1,843x10°¢ 1,05x105| 4,34x107

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

430,52 | 133,46
501,50 | 155,47

8,99x10>
4,58x10°
1,05x107

Kontrola
Slovasol

plikace surfaktantii jako soucasti bioremediacni technologie muze vyrazné urychlit biodegradacni proces a stabilizovat mikrofloru, kterda se na tomto procesu
Aplik faktanta jak Casti b diacni technol iZe vyrazné hlit biodegrada¢ni tabil t mikrofl ktera tomt

podili. Takovito modifikace technologie vS§ak musi vychdzet ze znalosti zdkladnich fyzikdlné-chemickych vlastnosti preparatu (CMC, povrchova aktivita) a jeho
biologické aktivity viici pritomnym mikroorganismiam.



