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Abstrakt

Vyvoj environmentalni technologie postavené na vyuziti potencialu mikrofléry Zit
v prirozenych podminkach, ale i v podminkach modifikovanych (pozitivné — produkéni biotechnologie,
maximalizace vyroby konkrétni latky / negativné — rozklad a detoxikacni modifikace polutantd
v kontaminovaném prostiedi), velmi uzce souvisi s mirou poznani Zivotnich projevi téchto zivych
forem. Cim vy3si je mira a komplexnost téchto znalosti, tim vy3i je pravdépodobnost, Ze se v ramci
konstrukce podminek za ucelem jejich kultivace podaii navodit takovy stav, vnémz budou
mikrobidlni projevy realizovany na optimalni a efektivni Grovni. Smyslem tohoto ptispévku je
poskytnout ucelenéjii pohled na ziklady environmentalni (technické) mikrobiologie, ekologie *
mikroorganismii v pfirozenych podminkach a zastfeSujici transfer do podoby inzenyrského fesSeni.
Syntéza téchto tii stézejnich piistupti predstavuje vlastni vyvoj environmentalni technologie.
Spolecnym jmenovatelem prispévku je kladeni dirazu na kliCovy vyznam role pivodni mikroflory
v prostfedi. Ve druhé casti tohoto sd€leni jsou vySe zminéné teoretické predpoklady nazorné
ztotoznény s praktickymi vystupy v podobé konkrétnich environmentalnich biotechnologii vyvinutych
a aplikovanych spole¢nosti EPS, s.r.o.

Uvod

Jadrem veskerych teoretickych i praktickych ptistupti k bioremediaci je v prvé fadé vzdy
mikrobidlni cinitel — vradmci danych moZnosti maximalni poznani jeho fyziologickych a
metabolickych schopnosti a limiti (vlastni mikrobiologicky aspekt), odhaleni vazeb jeho koexistence
v prostiedi ve vztahu jak k prostfedi, tak k jinym biologickym slozkdam (ekologicka rovina) a nésledné,
co nejvhodnéjsi usili o transfer téchto informaci do podoby technické a technologické realizace za
ucelem navozeni optimalnich podminek jeho Zivotniho prostfedi v rdmci danych moZnosti, v¢etné
objektivniho monitoringu klicovych parametri (bioinZenyrské a procesni hledisko). Nezanedbatelnou
skute¢nosti, ve vétsiné piipadi klicovou a v kone¢ném disledku hrajici stéZejni roli v ekonomice a
efektivnosti zakroku vyuzivajiciho mikroorganismy, je ptivod izolace a vazby na toto prostfedi, v¢etné
koexistujici jiné mikrofléry. Role mikrobidlniho spolecenstva se prolind obecné celou problematikou
u¢inné fungujicich biotechnologii v oblasti napravy $kod na Zivotnim prostiedi. V nésledujicim textu
jsou objasnény souvislosti mezi mikroorganismy v pfirozeném prostiedi. Dale je diskutovana role tzv.
seleké¢ni sily, ktera vyvold zasadni zménu v prostiedi a navodi stres a Soky. Ty se nasledné projevi
kvantitativni a kvalitativni proménou skladby ptivodni mikroflory tak, Ze druhy neschopné adaptace ze
spoleCenstvi vymizi a pomérove se preskupi ty taxony, které¢ si dokdzou vytvotit konkrétni formy
rezistence. Cesty, kterymi je mikrobialni bunka schopna na nastalou situaci reagovat, postihuje
prislusna pasaz této kapitoly. Zaroceni poznatkli o mikrobiologickych cinitelich a jejich spolecenstev
shrnuje dil¢i zaver, ktery se zabyva ucelovou konstrukei biologickych preparatii pro bioremediacni
technologie. Uvedeny jsou dvé kliCové strategie v kontextu poznatki o chovani mikrobialnich
spoleCenstev. Vyhody a nevyhody, vcetné konkrétnich zkuSenosti v této roviné prace uzaviraji
teoretickou pasdz a vytvari vstup do problematiky konkrétnich pfipadovych studii.

! Ekologie v ptivodnim slova smyslu jako védecké discipliny zabyvajici se vztahy mezi organismem a jeho
prostiedim.
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Komplexnost piistupu, ktery v oblasti aktivniho nakladani s kontaminacemi v Zivotnim
prostiedi bioremediace predstavuji, je znazornéna na obrazku 1. Teoretické ramce slouzici jako
zdrojoveé soubory informaci, voditka pro optimalni volbu metod, jak shromazdit dostupné poznatky a
jak rozsifit znalost kliCovych faktorti majicich vliv na pouziti spravnych nastroju v procesu konstrukce
konkrétni biotechnologie, resp. konstrukce sanacniho zakroku na bazi aplikace biologického Cinitele
obecné, ptedstavuje v primarni fazi environmentalni mikrobiologie a mikrobialni ekologie. Tyto
discipliny maji vyrazn¢ interdisciplinarni charakter a v mnoha ohledech se prolinaji a informacné
dopliiuji a podporuji. Environmentalni mikrobiologie jako podobor mikrobiologie shromazd’uje
poznatky o biologickych ¢initelich, mikrobialni ekologie je disciplina o vztazich ve vSech rovinach
interakce biologického Cinitele a prostfedi jeho vyskytu. ZastfeSujicim oborem s pfimym vlivem na
konstrukci vlastni technologie je bioinZenyrstvi, které disponuje prostiedky, jak technicky vytvofit
optimalni podminky realizace bioremedia¢niho zakroku.
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mikrobiologie /

microbial ecology
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Obr. 1 Teoreticka vychodiska pro bioremediace
Mikrobiologicky ¢initel

Jadrem biotechnologického procesu je mikroorganismus (bakterie, kvasinka, plisen), jeZ
disponuje metabolickymi nastroji, které mu umozni ziskavat v daném prostiedi zdroje stavebnich
komponent (zejména uhliku, dusiku, fosforu a dalSich prvkia) a zdroje energie. Je-li splnén tento
predpoklad, predstavuje dalsi klicovy faktor soubor rezisten¢nich mechanismt, diky nimz muze
ucinng Celit neptiznivym vliviim prostfedi do t& miry, Ze jejich pisobeni je fyziologicky Unosné.
Konkrétni prikladem muze byt schopnost produkce biologicky aktivni latky, diky které ziska
konkuren¢ni pfevahu nad jinymi mikrobialnimi druhy s podobnymi substratovymi preferencemi. Jinou
situaci mize byt pritomnost latky v prostredi, jez pfi urCitych koncentracich vede k inhibi¢nimu nebo
mikrobicidnimu efektu?a schopnost mikroorganismu ji snaSet. Environmentalni mikrobiologie tedy
studuje mikroorganismy v jejich prostiedi jak za situaci ptirozenych, tak v podminkéch, kdy nastava
zména. Nezadoucimi zmeénami byva nejCastéjsi vstup cizorodych latek do prostredi, tedy napf.
kontaminace urcitétho tzemi nebo vodniho zdroje nepfirozenymi slouc¢eninami v dusledku
antropogenni ¢innosti, havarie produktovodu apod. Piitomnost kontaminantu v prostfedi 1ze vnimat
jako selekéni silu. Jinymi slovy soubor faktorti, ktery se vyznamnym zplsobem zasadi o ptreskupeni
dosavadnich biologickych rovnovah a iniciuje nastoleni novych. To, Ze k t¢émto zménam muze dojit, je
dano vysokou plasticitou mikrofléry v prostfedi. Nékteré schopnosti (napf. syntéza konkrétniho
enzymu slouziciho k rozkladu polutantu) mohou byt soucasti zakladni genetické vybavy. Nicméné
v mikrobialni fi§i se velmi vyrazné uplatiuje tzv. nejadernd genetika, genetika, kde informace o
syntéze konkrétniho proteinu (enzymu) neni zapsana vramci jaderného geonomu, ale na

? Inhibi¢ni efekt zastavuje fyziologické funkce, ale nevede k bezprostiedni smrti mikroorganismu (vy3ii salinita),
mikrobicidni efekt vyvola smrt mikroorganismu (princip sanita¢nich prosttedku, antibiotik), v oblasti sana¢nich
technologii nefyziologicky vysoka koncentrace polutantu (napf. toxického kovu).



vnitrobunéénym soucastech oznacovanych jako plazmidy. Tyto fragmenty nukleovych kyselin jsou
pfi¢inou toho, pro¢ se vétSina mikroorganismi dokaze velice rychle adaptovat na podminky
konkrétniho prostedi. Nejvétsi vyhodou z pohledu mikroorganismt je rychlost, jakou lze konkrétni
vlastnost (tvorbu enzymu) ziskat. Pro environmentalni biotechnology predstavuje tento zptsob zmén
metabolickych vlastnosti velmi ucinny prostfedek, jak ziskat ¢initele s poZadovanymi vlastnostmi.
Odvracenou stranou je skutecnost, ze stejné rychle, jak dany mikroorganismus uvedenou schopnost
ziska, ji muze 1 pozbyt. Velmi nazormmym piikladem je prechovavani mikroorganismi
s bioremedia¢nim potencialem ve sbirkovych kulturach. Pfi¢inou této situace ve vétsiné pripadd byva
ztrata kontaktu s polutantem, jenZ indukoval potiebu konkrétni plazmid vlastnit.

Z environmentélni mikrobiologie pfedstavuje nejadern)'/ transfer genetiCké informace jeden
pfenosy zaveden termin horizontalni genovy transfer. V ramci  bakterii  (prokaryotnich
mikroorganismit) byly popsany v zasadé tfi cesty, jak se usek nukleové kyseliny kodujici uréitou
vlastnost mize dostat do bunky piijemce. Schématicky je situace znazornéna na obrazku 2.
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Obr. 2 Horizontalni genovy transfer, volné podle T. Barkay [1]

V piipad¢, Ze Usek nukleové kyseliny pochézi z mrtvé bunky (lyzované) a k pfenosu dochazi nahodile,
hovoii se o transformaci. Na tomto misté je dalezité si uvédomit, Ze pravé v této roviné mize lezet
jeden nejmocnéjSich mechanismid bioremediaci zaloZzenych na vneseni neptivodnich (allochtonnich)
kmenu do prostfedi. Predpoklad, ze tyto mikroorganismy ve srovnani s laboratornimi podminkami
pieziji nehostinnost realného prostiedi, neni velky. Nicméné pravé smrt téchto biologickych Ciniteld
mize obohatit plazmidy ptvodni mikrofloru a zménit jejich metabolické procesy vyraznym
pozitivnim zptsobem. Tento dgj je typicky pro ptdni prostfedi. Sofistikovanéj$im zplisobem pienosu
je vyuziti zivého pfenasece, jimZ je bakterialni virus (bakteriofag), jenz zprosttedkuje pfenos useku
nukleové kyseliny obdobnym zpﬁsobem jakym se napft. §ifi infekce Tomuto zpﬁsobu se fiké
popsaneho mechanismu z hlediska absence pohybu darce a piijemce nukleové kyseliny. Poslednim
mechanismem je konjugace. Dochazi k ni zejména ve vodném prostiedi a jejim principem je pienos
fragmentu nukleové kyseliny prostfednictvim konjuga¢niho mustku, utvaru jimz se 2 bakteridlni
buiiky docasné spoji po dobu uskute¢néni prenosu.

Z hlediska bioremediaci maji tyto poznatky kliCovy vyznam, zejména skuteCnost, Ze se
vSechny tfi zminéné procesy mohou uplatiiovat napii¢ celym druhovym spektrem mikrobialni fiSe.
Dokresluji obrovskou plasticitu mikroorganismtl, Sirokou Skalu aplika¢nich moznosti, ale zaroven
nejednoduchost uchopeni biotechnologie jako pouhého néstroje, ktery se pouZzije pro vyfeSeni daného
environmentalniho problému. Vzdy je nutné konkrétni sana¢ni zakrok na platformé bioremediace
konstruovat s ohledem na veSkeré dostupné souvislosti a preferovat cestu na principu tailor-made
technology?®.

® Tailor-made technologie jsou technologie konstruované ,,na miru“ konkrétnich pozadavki v misté jejich
aplikace.



Mikrobiologické spolecenstvo

Jak je patrné z piedchozich slov, role mikrobialniho spoleenstva je vétsi, nez si sanaéni
technologové v mnoha piipadech pfipoustéji. Tento fakt podtrhuje i dynamicky narGst studii
Vv uplynulych letech, které se zabyvaji problematikou ptirozeného biofilmu. Tato mikrobialni
konsorcia ptedstavuji jedinecnou ukadzku pojeti mikroorganismi jako ,,mnohobuné¢ného
celku tvofené¢ho rtiznymi mikrobidlnimi druhy s propracovanymi strategiemi pfeziti a koexistence
v prostiedi v podobé upoutanych populaci. Mikrobialni spole¢enstvo v kontextu konstrukce vhodného
veskery potencial mikroorganismt, jenz je doposud clovéku znam. Na usvitu bioremedic¢nich
technologii v 60. letech minulého stoleti byla intenzivné razena teorie pokusit se naleznout
univerzalniho biologického &initele. Tyto pristupy byvaji spojovany s vyrazem ,,(super)bug** a se
jménem George M. Robinson, ktery v dob¢, kdy pusobil na pozici petrochemického inzenyra
kalifornské ropné spolecnosti objevil a pozdéji propracoval principy bioremedi¢nich technologii,
zejména tzv. bioaugmentace®. Postupem Gasu se ukazalo, Ze mikroorganismy sice disponuji mnoha
rozkladnymi a transformac¢nimi schopnostmi, nicméné malokdy jsou veskeré piitomny v ramci
jediného druhu (taxonu), suréitosti lze fici, Ze témé&f nikdy. Z téchto divodd se pii konstrukci
bioremedi¢nich preparatt zacaly uplatiiovat dva zcela odlisné pfistupy, které maji spole¢ného
jmenovatele v podobé znalosti z oboru zndmého jako mikrobialni ekologie. V prvém se zacal klast
znaény diraz na potfebu uzplsobit a posilit vlastnosti prostfedi tak, aby co nejvice vyhovovaly
potitebam jak phvodni, tak i vnesené mikroflory. Tyto postupy jsou oznaCovany terminem
biostimulace a pifedstavuji zejména dodavku nutrientt, kysliku a jinych specifickych faktord na
zakladé¢ poznatkli zprizkum lokality a uskutecnéni rozboru profilu pfitomnych (ptvodnich)
mikroorganismi. Ve druhém piistupu, ktery rovnéz velmi intenzivné zuzitkovava znalosti z ekologie
mikroorganismi, se zohlednil fakt, ze mikroorganismy se vyskytuji v prostiedi ve vicedruhovych
populacich. Z té&chto divodi se konstrukce bioremedi¢nich preparati zaméfila na tvorbu umélych
spoleCenstev mikrobialnich druht s poZadovanymi vlastnostmi. Testovan byl jak simultanni
degradacni G¢inek, tak snaha zaclenit mikroorganismy do sériového procesu, kdy metabolicky odpad
jednoho kmene se v ramci bioremedia¢niho procesu stane substratem pro dal$i druh. Nelze fict, Ze
néktery ze zminénych smért je Spatny. Ukazuje se, ze efektivni biotechnologie pro Zivotni prostfedi
vyuziva superpozici dostupnych poznatkil a jedin€ timto zpiisobem je mozné dosahnout vytéenych cila
a naplnit ucel aplikaci téchto technologickych prostfedki, tedy proménit kontaminovanou lokalitu za
minimalizace nakladti a zohlednéni ¢asovych kritérii v lokalitu, kde pfinejmensim bude dosazeno
statni spravou pozadovanych sanacnich limiti.

Konstrukce environmentalni biotechnologie

Faktory, které jsou zohlediiovany jak pii konstrukci bioremedia¢niho ¢inidla, tak ve fazi feSeni
studie proveditelnosti, se velmi Casto tykaji formy piritomnosti mikrobialniho Cinitele. Jinymi slovy,
zda technologii koncipovat jako jednodruhovou nebo ji vystavét na bazi urcitého mikrobialniho
spoleCenstva. Existence vyskytu mikroorganismii v pfirozeném 1 modifikovaném prostiedi
(kontaminovaném) je vZzdy spjata sotiazkami, jakym zpisobem se ustavila rovnovaha vtomto
biologickém systému a jaké ekologické vazby a zadkonitosti vtomto vyseku prostiedi panuji, popf.
ktery typ strategie jednotlivymi pfitomnymi druhy byl zvolen za tcelem jejich pteziti. Tento soubor
informaci predstavuje velmi hodnotnou platformu, na jejimz zakladé lze konstruovat ucinné
biologické systémy pro népravu $kod na Zivotnim prostiedi.

V tomto piispévku budou kratce piedstaveny nékteré technologie, které jsou jiz provéfeny
aplikacemi a byly do nich promitnuty poznatky ziskané z pilotnich testti a z analyzy dat ziskanych
v misté zakroku. Na obrézku 3 jsou zndzornéna loga nabizenych technologii aktivni bioremediace
kontaminovanych lokalit. Dulezité¢ je zduraznit, ze veSkeré uvedené vyhovuji zdravotnim a
hygienickym normam v ramci ¢eské legislativy.

* Bug je oznaGeni americké anglictiny pro mikroorganismus, zejména patogenni.
® Bioaugmentace je vneseni mikroorganismu do kontaminovaného prostiedi s imyslem posilit spektrum ptivodni
mikrofléry a intenzifikovat rozkladné procesy.
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Obr. 3 EPS INOK (bioremediace ropnych latek), EPS Yarrowia (bioremediace ropnych a jinych
nepolarnich substrati), EPS CIU (bioremediace halogenovanych uhlovodiki) a EPS Ft (bioremediace
kontaminace estery kyseliny ftaloveé)

Konstrukce environmentalni biotechnologie se opirda o potiebu znat biologického Cinitele
(mikrobialni ekologie, environmentalni mikrobiologie), byt schopen ho opattit (izolace v prostiedi vs.
sbirkovy kmen) a sestavit strategii aplikace (bioinZenyrstvi) tak, aby byly splnény hlavni cile: snizeni
koncentrace polutantu v oSettovaném prostredi, za minimalizace nakladi a dodrZeni legislativniho
ramce.

NejstarSi je technologie biologického rozkladu ropnych uhlovodiki (ukazka technologie
vyuzivajici potencial mikroorganismti vyselektovanych na lokalité s ptislusnym typem kontaminace)
EPS INOK. Puvodni autochtonni taxony byly natolik dlouho exponovany selekénim tlakem ropné
kontaminace, aZ se jejich schopnost aktivovat metabolicky aparat a obstaravat si zdroje uhliku a
energie z ropy staly jejich stabilni schopnosti. Jejich hlavni vyhodou je vysoka odolnost Sirokému
spektru chemickych, fyzikalnich a biologickych vlivii. Na tomto ptikladu lze demonstrovat uzite¢nost
provadéni analyzy mikrobidlniho profilu kontaminované lokality, nebot ve vétSin¢ piipadl
pfedstavuje toto prosttedi bohaty reservoar kment s unikatnimi vlastnostmi. Z hlediska mikrobialni
ekologie se podafilo sestavit spoleCenstvi 3 kmend, ve kterém dominantni ulohu sehrava zastupce rodu
Pseudomonas. Uloha dvou zbyvajicich kmenti (zastupci pigmentotvornych rodd bakterii) neni
rozhodné zanedbatelna, nebot’ se jedna o bakterie s vyraznou schopnosti tvorby barviv, jez jsou
signdlem schopnosti produkovat biologické surfaktanty na bazi tzv. rhamnolipidt®, tedy latek, které
zvySuji polarni charakter uhlovodikdi a usnadnuji transport prostfedim i do blizkosti vyskytu
hydrolyticky $tépicich enzymdl.

Technologie EPS Yarrowia je ukazkou monodruhového biologického preparatu. Piedstavuje
originalni pfistup k dekontaminaci zaté¢Ze nepolarnimi polutanty prostfednictvim metabolickych
schopnosti kvasinkového druhu. V této technologii se zaro¢uji poznatky petrochemické mikrobiologie,
ktera ukazala, ze eukaryotni mikroorganismy se dovedou mnohem lépe vyporadat se substraty
nepolarni povahy diky vyssi produkci vhodnych povrchové aktivnich latek, exkreci hydrolytickych
enzymu a dostupnosti efektivnéjsich bunéénych prenase¢ovych systémtl.

® Rhamnolipidy jsou slougeniny s polarni i nepolarni sou¢asti molekuly, které diky tomuto ambivalentnimu
charakteru dokazou na principu interakce nepolarni ¢ast vs. nepolarni ¢ast zvysit rozpustnost uhlovodikt ropy a
podobnych sloucenin. Tvoii je sacharid a mastné kyseliny a jsou biologicky odbouratelné.



EPS CIU oznacuje technologii biodegradace chlorovanych uhlovodika, kde bylo konsorcium
zvoleno na zakladé sestaveni vhodného spoleéenstva shirkovych kment disponujicich bioremediaénim
potencialem vii¢i uvedenému druhu polutantu. Tento biologicky preparat tvori 3 stéZejni taxony, které
taxonomicky nalezi ke skupin€ Actinobacteria. Jeji zastupci maji specifické enzymové vybaveni a
odlisnou strukturu bunééné stény, ktera pro né€ predstavuje ochrannou bariéru pred toxickym uc¢inkem
polutantu (halogenované uhlovodiky), jez zarovenn dokazou vyuzivat jako svij zdroj uhliku a energie.
V piipadé aplikace tohoto preparatu je nezbytné velmi precizné monitorovat aplikacni oblast a zvolit
vhodnou distribuci Zivin a kosubstratu’, véetn& nizké koncentrace dodavky vzduchu. Jinymi slovy
klast diiraz na biostimula¢ni hledisko procesu.

Pomérné originalni technologii bioremediace je biopreparat pro aktivni dekontaminaci lozisek
esteri kyseliny ftalové a dalSich latek ze skupiny endokrinnich disruptora, EPS Ft. Jednd se o
dvoutaxonové spoleéenstvo v rdmci biopreparatu, které tvoii zastupci ze skupiny jiz zminéné skupiny
Actinobacteria, konkrétné rody Rhodococcus a Kocuria. Jejich metabolicky potencial je ptedurcuje,
aby byly schopny biologickou cestou sniZovat kontaminaci latek pouzivanych jako zmékcovace plasti.
Podrobnéji byla technologie popsana v publikaci [2], kde je zduraznéno aplikacni rozpéti tohoto
biologického preparétu.

Spoleénost EPS, s.r.o. zahajuje letos pétilety projekt v rdmci programu TIP (MPO), jehoz
poznatkil a zdokonaleni informaénich souborti o faktorech ovlivitujicich biologické Cinitele a jejich
schopnosti. Vystupem by melo byt portfolio biopreparatii s trznim potencialem urcené pro napravu
Skod na Zivotnim prostiedi prostfedky bioremediace (kontaminace antropogennimi polutanty).

Zavér

Smyslem piispévku bylo zprostiedkovat jiny tihel pohledu na sana¢ni metody, jejichZ principy
vychézeji z moznosti biologickych ¢initelti (mikroorganismil), dale zduraznit ulohu ekologickych
vazeb v konsorciich a v neposlednim, upozornit na komplexnost bioremedi¢nich prostfedkt (vliv
upravy prostiedi, selekéni sily, typu matrice). V neposledni fadé vyvolat zajem o tuto problematiku a
oslovit dal§i potencialni uZivatele téchto nastroji pro napravu $kod na prostfedi v duchu trvale
udrzitelného rozvoije.
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" Kosubstrat je substrat primarné vyuzivany mikroorganismem, diky jehoZ rozkladu se vytvafi enzymy s nizkou
substratovou specifikou schopné paralelné rozkladat i polutant, nicméné bez energetického profitu pro dany
kmen.



