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Pozornost vénovana spojeni ropnych latek v kontextu biologickych déji neni Cisté ndhodna.
Oblasti, kde se tato témata protinaji, Ize naleznout bezpocet. Jiz jen samotna participace biologické
sily na utvareni loZisek ropy sama o sobé vypovida, Ze spojeni biologie a ropy je velmi tésné.
V praktické roviné si zasluhuje zdlraznit existenci takovych typU latkovych premén, v nichZ ropné
uhlovodiky figuruji jako zdroj uhliku a energie. Existence jak aerobni, tak anaerobni transformace
téchto sloucenin byla, je a v neposledni fadé bude vyuZivana v technologickych aplikacich. Do této
oblasti se shrnuji jak technologie produkce biomasy na substratech tvorenych ropnymi frakcemi, tak
predevsim vyuziti mikroorganismi vrozkladu ropnych latek pritomnych v prostfedi jako
antropogenni kontaminace. V neposledni fadé se vsak slusi uvést, Ze existuje i rovina negativni, jiz je
Skodlivé plsobeni mikrobialnich Cinitel rezultujici v zhorSovani kvality vyrobk( z ropy a poskozovani
produktovou a rezervoarl (tzv. biodeteriorace). lJiz jen stopova pritomnost vody je spoustééem
biologickych procest, které rezultuji napf. v korozi tankl a zasobnikd pohonnych hmot. PrevazZuji
vsak aplikace uzZitecné a i zminény biodeterioracni ucinek je moziné preklopit do podoby cenného
zdroje informaci nejenom o omezeni jeho vlivu, tak predevsim do podoby technologického
zuzitkovani. Tento pfispévek je profilovym zmapovanim soucasné situace v oblasti role biologického
Cinitele ve svétle ropnych latek a Zivotniho prostredi.

Uvod a struktura pfispévku

Mikrobialni populace se v pribéhu své evoluce adaptovaly na vyuZiti nepolarnich latek jako
svého substratu pro uskutecnéni fyziologickych a metabolickych aktivit. Substratem se v obecné
roviné rozumi zdroj vyuzitelnych latek, jejichZz transformaci ziskdvaji organismy uhlik, jejz asimiluji
v rdmci obnovy a rozvoje svych bunécnych struktur, a energie, ktera saturuje potreby spojené s jejich
rastem a reprodukci. Nepolarni latky zahrnuji Siroké spektrum chemickych latek. Jako vhodného
reprezentanta Ize zvolit obecné lipid, jenz defini¢né predstavuje ester glycerolu a mastnych kyselin.
Nepolarni fetézce mastnych kyselin svou strukturalni podobnosti s alifatickymi uhlovodiky umozniuji
vyuZziti stejnych enzymovych nastrojli. Pravé diky tomu predstavuje ropa i jeji primyslové vyrabéné
produkty (benzin, kerosin, nafta, mazut) spektrum latek, jez je transformovano biologicky cestou at
jiz nechténé (biokoroze nadrzi pohonnych hmot, produktovody), tak cilené, bioremediace mist
kontaminovanych témito typy latek.

V prvé Casti prispévku je definovdn objekt zajmu — ropa a petrochemické produkty,
s dlirazem na skutecnost, Ze tyto typy latek predstavuji substrat pro mikrobidlni populace, jinymi
slovy zdroj uhliku a energie pro jejich fyziologické a metabolické projevy. Mikroorganismy, které jsou
schopné ropné latky jako svij substrat vyuZivat, nasledné Ize uchopit mimo jiné jako potencialni
(bio)technologicky nastroj pro feseni problémi spojenych s kontaminaci Zivotniho prostredi. Své
uplatnéni vSak nachazi rovnéz ve vlastni rafinérské technologii a v neposledni fadé je vSak nutné
uvést i jejich dlohu negativni — poskozovani zafizeni vyroby a distribuce, resp. sniZzovani kvality
petrochemickych produktl. Efektivni zuZitkovani poznatk(i o interakci mikroorganismu — ropa je
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mozné pouze tehdy, jsou-li znamy limity biologické transformace ropnych latek a také klicové
parametry, mezi které na prvnim misté musi byt oznacena tzv. biologickd dostupnost (bioavailability)
ropnych uhlovodik(l. Tuto teoretickou pasaZz uzavira strucné predstaveni védecké discipliny,
v anglosaském svété znamé jako petroleum mikrobiology, ropna mikrobiologie. Druha cast prispévku
je vénovana podstaté biologické premény ropnych latek v technologickém kontextu. Aerobni a
anaerobni biodegradace predstavuji klicCovy proces jak v déjich spojenych s pfirozenou atenuace, tak
v oblasti inZenyrsky koncipovanych zakrokd (sanacni inZenyrstvi). Pasaz uzaviraji ekonomické,
metodické a legislativni aspekty bioremediace ropnych latek a v zavére¢ném shrnuti jsou nastinény
perspektivy a moznosti vyplyvajici z védeckého i technologického pokroku v této oblasti.

Ropa a petrochemické produkty

Odpovéd na klicovou otazku, proc¢ ropa a produkty z ni vyrobené mohou slouZit jako substrat
pro mikroorganismy, je skute¢nost, Ze tyto latky v rdmci mikrobialniho metabolismu pfedstavuji zdroj
uhliku a energie. Jinymi slovy, slouzi jako zdroj (donor) elektron(, tedy jsou prikladem sloucenin
v nizSim oxidacnim stupni a jejich oxidaci se elektrony presouvaji na vhodné akceptory elektron
(napft. kyslik, sirany, dusi¢nany) a uvedeny tok elektronl je hnaci silou energetického metabolismu
bunék mikroorganismU disponujicich témito schopnostmi. DlleZitym poznatkem je jejich strukturaini
podobnost stuky (lipidy) a jinymi ptirozenymi nepolarnimi latkami, vaci kterym si celd fada
mikroorganism@ v evoluénim pribéhu vytvofila vhodné enzymové nastroje, které jim umoZnuji
zpracovavat tyto latky jako Zivinu. Ropa je komplexni smési uhlovodikl rGzné délky retézce a
doprovodnych organokovovych sloucenin, napt. sloucenin vanadu a niklu. Variabilita slozeni a typl
uhlovodikl propUjéuje riznym typlm ropy a jejich produktd specifické fyzikalni vlastnosti, které se
nasledné odrazeji v jejich uplatnéni vroli rlstového substratu pro mikroorganismy. SloZeni
uhlovodik v mikroorganismy degradovanych vzorcich souvisi s dobou, po kterou byly ropné latky
vystaveny prostfedi. Na lokalitdch s ndhodnym nebo neustale probihajicim znecistovanim ropou
(Obr. 1) budou degradace probihat efektivnéji nez na neznecisténych plochach. V C(istych
ekosystémech mikrobialni spolecenstvi vyuZivaji méné nez 0.1 % uhlovodikd, ale v ropou
znecisténém prostredi mohou Zivé organismy vyuzit uhlovodiky az ze 100 %. Souvisi to s fenoménem
selekéniho tlaku polutantu, diky kterému je moZnad adaptace populaci na takto pozménéné
podminky.

Obr. 1 Ukazka dlouhodobé (ropnymi latkami) exponované lokality — ropné pole



Mikroorganismy degradujici ropné uhlovodiky

Enzymatické vybaveni pro pfeménu ropnych latek v ramci mikrobidlniho metabolismu Ize
naleznout jak u bakterii, tak u eukaryotnich mikroorganisml (kvasinky, houby).
Nejfrekventovanéjsimi bakteriemi schopnymi vyuzivat v ramci svého metabolismu ropu jsou zastupci
rodu Pseudomonas a Burkholderia. Nicméné existuje cela fada dalSich bakterii, které se zapojuji do
transformace petrochemickych surovin a produktd. Velmi zajimavym zjisténim byla skutecnost, Ze
dokonce dominujicim taxonem v oblastech trvalé expozice prostifedi ropou nejsou bakterie, ale tzv.
lipofilni kvasinky. Velmi znamym zastupcem je Yarrowia lipolytica, nicméné existuji i dalSim kmeny,
napf. zastupci rodd Rhodotorula a Debaryomyces. Spoleénym rysem mikroorganisma vyuZivajicich
jako svou Zivinu ropu je jejich schopnost existovat na fazovém rozhrani, které vznikd v mistech
kontaktu ropné latky s vodnym prostiedim. Zakladnim nastrojem, jenz se poté nasledné zapojuje i do
procesu prenosu, transformace a zpracovani v metabolismu, jsou biologické povrchové aktivni latky.
Jejich prostfednictvim mohou mikroorganismy fazové rozhrani kolonizovat, rozrusovat a
transformovat do podoby ¢astecek s vyssi rozpustnosti ve vodé a tedy i s vy3$si pravdépodobnosti, Ze
budou moct byt zapojeny do mikrobidlniho metabolismu. V pfirodé se nachdzeji druhy
mikroorganism( s metabolickou funkci degradace vSech sloZek nachazejicich se v ropé. Degradace
ropy zahrnuje zakladni a nasledné reakce, ve kterych urcité organismy mohou atakovat rtizné ropné
slozky. Meziprodukty jejich plsobeni jsou pozdéji vyuzivany dalsimi skupinami organismi a
degradovany dalSimi procesy.

biofilmu na

fazovém
rozhrani

Obr. 2 Tvorba biofilmu na rozhrani ropa - voda
Biologicka dostupnost ropnych uhlovodiki

Predpokladem pro vyuZivani ropnych uhlovodiki v ramci mikrobidlniho metabolismu je
faktor biologické dostupnosti (bioavailability). Je ovlivnén celou fadou skutecnosti, mezi které spada
struktura pfislusné molekuly uhlovodiku, jeho vétveni, délka fetézce, popf. pfitomnost aromatickych
struktur. Na zakladé analyzy souc¢asného stavu pozndni byla vypracovana obrysova pravidla, na jejichz
zadkladé mUze byt proveden odhad miry Gspésnosti pfipadného bioremediaéniho zdkroku.

o preferovanym reZzimem degradace ropnych latek je aerobni mechanismus



e ropné uhlovodiky s mensi molekulovou hmotnosti se degraduji
e zvysujici se molekulovd hmotnost sniZuje mobilitu, rozpustnost a
e téZSi uhlovodiky se vice vdzou na horninové prostredi

Nasycené n-alkany jsou nejsndze odbouratelné slouceniny a byla demonstrovana degradace n-
alkant i s retézci delSimi nez C44. Nejsnaze podléhaji degradaci alkany v rozpéti od C10 do C26.
Hlavni mechanismus degradace n-alkant spociva v oxidaci, ktera odpovida oxidaci alkohold, aldehyd(
nebo funkénich skupin mastnych kyselin. Rozvétvené alkany v dlsledku sterického efektu odolavaji
mikrobialnimu ataku, nicméné nejsou vic¢i nému zcela perzistentni. Vysoce rozvétvené isoprenoidy
alkan(, jako jsou pristan a phytan, které byly dfive povaZovany za rezistentni vici biodegradaci, byly
pozdéji shledany jako biologicky tranformovatelné. Cykloalkany jsou naopak vétSinou vUdi
biodegradaci rezistentni.

Aromatické slouceniny jsou rezistentnéjSimi vUci biodegradaci, nékteré nizkomolekularni
aromaty jako je tfeba naftalen, mohou byt oxidovany postupné. Monoaromatické slouceniny (ac pro
fadu mikroorganismd toxické) mohou byt oxidovany v pfipadé, Ze mikrobidlni Cinitel disponuje
pfislusnymi enzymovymi nastroji.

Petroleum microbiology (ropna mikrobiologie)

Specifickou subdisciplinou, ktera shromazduje poznatky o mikrobidlni
interakci s ropou a jejimi produkty, je ropnad mikrobiologie. Ollivier a Magot

Petroleum
Microbiology

publikovali v roce 2005 monografii Petroleum Microbiology®, diky které lIze
ziskat velmi uceleny pohled na moZnosti mikrobidlni transformace ropnych
znecisténi, nicméné rovnéz pochopit ulohu téchto skupin mikroorganismu
v progresivnich  petrochemickych technologiich (mikroorganismy jako
nastroje konverze ropy do podoby findlnich produktl), dale ulohu téchto
mikroorganism( v procesu tézby zbytkovych loZisek a v neposledni fadé

ziskat ucelenou predstavu o biodeterioraénim plsobeni mikroorganismd na
rezervoary a produktovody ropy a ropnych vyrobk.

Rozklad ropnych latek biologickou cestou a technologicka feseni

Neni pfekvapenim, Ze obdobné jako v pfipadé jinych bioremediacich existuje rozklad aerobni
a rozklad probihajici za podminek anoxickych. Oba dva mechanismy se uplatnuji jak v procesech
pfirozené atenuace, tak vinZenyrskych aplikacich — in situ zakrocich koncipovanych pfimo na
lokalitach zatizenych ropnym znecisténim, tak ex situ technologiemi, kdy je kontaminovana matrice
Zivotniho prostredi zpracovavana mimo postizenou lokalitu.

Aerobni biodegradace

Tento rezim transformace ropnych latek vykazuje nejvice analogickych znak
s metabolismem tukd a lipidd. Principem je sekvenéni oxidace redukované formy (ropny uhlovodiky)
prostfednictvim specifickych oxidas (enzymU katalyzujicich konkrétni oxidacni krok) pres alkohol,
aldehyd a kyselinu, ktera se nasledné v rdmci hlavniho metabolismu zapojuje do tzv. Krebsova cyklu
(stéZejni bunédény cyklus katabolického metabolismu). Tento popsany proces pouZiva zazité oznaceni

! B. Ollivier, M. Magot: Petroleum Microbiology, ASM Press 2005



beta oxidace z divodu, Ze tim atomem uhliku, jenZ je transformovan, je druhy v pofadi od funkéni
skupiny. Tato terminologie je odvozena z oxidace mastnych kyselin, které jsou vedle glycerolu
klicovou komponentou tukt a vykazuji diky svym dlouhym uhlovodikovym retézciim nejvétsi paralelu
s fetézci ropnych uhlovodik.

Anaerobni oxidace

Z energetické bilance vyplyvd, Ze anaerobni metabolismus je v porovnani s metabolismem
aerobnim méné vyhodnym zpUlsobem, organismus ziska v absolutnim vyjadieni méné energie nez ve
srovnatelné probihajicim aerobnim procesu. Vyhodu maji tzv. fakultativni mikroorganismy, které
disponuji obéma typy metabolismu a v momenté vycerpani kysliku jako zdroje elektronového
akceptoru jsou schopné prepnout svou latkovou vyménu do reZzimu anoxického (napf. kvasinky).
Anaerobni mikroorganismy jsou odkazané vyhradné na zisky vyplyvajici z jim ontogeneticky daného
mechanismu, ktery maji ve svém portfoliu metabolickych nastroji. Anaerobni rozklad je principialné
podobny aerobnimu s tim rozdilem, Ze jako akceptor elektronu figuruji latky typu dusi¢nany, Zelezité
a manganicité ionty a sirany. V pripadé uhlovodikl ropného plvodu je mozny i anaerobni radikalovy
mechanismus; vtomto pfipadé musi mikroorganismus disponovat vhodnymi nastroji, jez ho

......

Prirozena atenuace

V prostredich, ktera jsou dlouhodobé exponovdna selekénim tlakem pritomného polutantu,
ve kterych se vyskytuji vhodné typy akceptori elektronli a zejména jsou-li osidlena tzv.
autochtonnimi mikroorganismy, se uplatiiuje mechanismus pfirozené atenuace. jedna se o nejméné
invazivni biologicky zpUsob transformace, nicméné jeho nevyhodu muze byt skutecnost, Ze vlastni
proces odbouravani trvd vyrazné delsi dobu. Pfirozend atenuace je velmi dobrym zplsobem docisténi
kontaminované lokality. Obecné predstavuji informaci o pfitomnosti pfirozené atenuace ve
studované lokalité tzv. 3 linie dikaz(:

1. koncentrace polutantu klesa ve sméru proudéni podzemni vody
2. snizuje se koncentrace akceptoru elektront (sirany, dusi¢nany, Fe(lll), Mn(1V))
3. je prokazatelna biologicka aktivita

ZpUsobem, jak ziskavat informace o dukazech a kvantifikovat jeji prlbéh, je tzv. monitorovana
pfirozena atenuace. Vzhledem k tomu, Ze autochtonni populace participujici na pfirozené atenuaci
jsou mocnym nastrojem transformace, lze vhodnou podporou téchto procest dosdhnout
efektivnéjsiho prabéhu dilcich procesl. Podporu predstavuje dodavka vzduchu, nutrietl, zvySeni
mobility polutantu apod.

Sanacni inZzenyrstvi

Na Uvod této pasaZe je na misté podotknout, Ze klicem k Uspéchu vyuZziti biologickych Ciniteld
v ramci bioremediace je adaptovany mikroorganismu. Z téchto ddvodl predstavuje velikou vyhodu
pritomnost autochtonnich populaci na kontaminované lokalité. V tomto pripadé se otevird moznost
provedeni vhodného sanaéniho zakroku na bazi stimulace prostfedi zdrojem nutrietl a zdrojem
akceptord elektronu (napt. aerace). Neni-li na lokalité dostate¢né mnozstvi mikrobidlnich zastupcd,
Ize wvyuzit technologii na bazi bioaugmentace, tzn. vneseni mikroorganismu disponujicim
bioremediacnim potencidlem a navozenim podminek, jez mu vyhovuji pro uskutecfiovani



transformacnich krokd. Z metod, pouZivanych vramci in situ designu sanacnich zakrok( na bazi
bioremediace, se v pfipadé ropnych latek nejcastéji voli techniky spojené s dodavkou vzduchu
(kysliku) do prostredi. Jednd se o bioventing a biosparging. Bioventing je koncipovany jako vtlacovani
vzduchu do nesaturované zény, ¢imz se zvySuje koncentrace akceptoru elektronu (kyslik) a pfitomné
(nebo dodané) mikrobialni populace mohou transformovat ropny polutant do podoby vedouci az
k oxidu uhli¢itému. Smyslem biospargingu je vtlacovat vzduch tak, aby se podpofilo stripovani
polutantli do nesaturované zoény, kde se mize uplatnit biodegradacni proces. Jinym zplsobem, jak
napomoci zvyseni biologické dostupnosti polutantu ropného plvodu, je aplikace povrchové aktivni
latky (detergentu), ¢imZ se zvysi jeho mobilita a moznost jeho biologického rozkladu. Velmi
progresivnim pristupem soucasnosti se ukazuje aplikace biologicky odbouratelnych detergentd, ¢imz
se eliminuje tzv. sekundarni kontaminace prostfedi, nebot synteticky vyrabéné detergenty Casto
disponuji velmi dobrou perzistenci a setrvavaji v prostiedi.

Ex situ technologie nakladani skontaminovanymi matricemi sropnymi latkami maji
spole¢ného jmenovatele v pfemisténi materidlu do systému zafizeni, kde Ize provadét jeho cilenou
dekontaminaci. Nejcastéji jimi byvaji dekontaminacni plochy vybavené distribu¢nimi systémy pro
rozvod nutriet, vody, suspenzi biodegradacnich populaci (inokul) a vzduchu. Nabizi se vyuZiti
techniky biopiling, kdy je kontaminovana matrice vylehéena pfidavkem biologického materialu (napf.
drcena drevni hmota), ¢imz se vyrazné zvysi pravdépodobnost Uspéchu dekontaminace. Osvédcuje se
zejména u kompaktnich typl znecisténych matric, jakymi jsou jilovité zeminy nebo sedimenty.

Obr. 3 Halda vedend v rezimu techniky biopiling, ktera je vhodna pro zpracovani ropou znecisténych
zemin

Jinym zplsobem odstranénim polutantu muize byt vyuZiti reaktorovych systému. Vizolovanych
systémech Ize navodit podminky vhodné pro biodegradaci a napomoci tak urychlit rozkladny proces.
Vyhodou téchto postupll je moZnost regulace, k nedostatklim patfi omezeni spojena s velikosti
zpracovdvaného mnozstvi kontaminované matrice. Reaktorové systémy jsou klicové pro pripravu
suspenzi aplikovanych organism, oznacuji se jako bioreaktory.

Ekonomické, metodické a legislativni aspekty bioremediace ropnych latek

Bioremediace lze obecné vnimat jako metody, které jsou ndkladové vyrazné levnéjsi nez
metody abiotické. Nicméné existuje soubor omezeni, které jsou limitem pro vyuziti tohoto zplsobu
dekontaminace. V prvé fadé se jednd zejména o natolik vysokou koncentraci polutantu, Ze je
vyvolana inhibice metabolickych procest. Vtomto pripadé musi byt pristoupeno k aplikaci
nebiologickych technologii. Jako velmi efektivni se v posledni dobé ukazuje kombinovany pfistup,



ktery je zaloZeny na propojeni benefitll abiotickych technologii a ve vhodném momenté se ku
prospéchu ekonomiky procesu preklopi reSeni ekologického problému do roviny biologického
docisténi. Tyto pfistupy se oznacuji jako train technologies.

Legislativnim omezenim je aplikace geneticky modifikovanych organism(. V laboratornich
podminkach se vradé pripadl podafilo zkonstruovat unikatni kmeny s vynikajicimi vlastnostmi,
nicméné se ukdzalo, Ze jejich schopnost konfrontovat se srealnou matrici je natolik slaba, Ze
konstrukce technologii nemaji smysl.

Metodologicky je pomérné zajimavou oblasti vyuZiti mikroorganisml jako markerovych
systému, diky nimZ je mozné predikovat stav a situaci v kontaminovaném prostiedi s vyrazné nizsimi
naklady.

Perspektivy

Obecné Ize konstatovat, Ze rozvoj efektivnich bioremediaci (nejenom ropnych latek) bude
velmi Uzce souviset se schopnostmi poznavat skutecné poméry na kontaminovanych lokalitach
z hlediska zastoupeni mikrobialnich cinitell, které disponuji schopnosti vyuZivat polutant jako svdj
zdroj uhliku a energie. S ohledem na obrovskou skupinu tzv. nekultivovatelnych organism( byvaji
soucasné metodologické nastroje prostiedkem pro ziskani ne zcela objektivnich informaci o profilu
pritomnych mikroorganisml na lokalité. Ztéchto dlvod( se ocekava dalsi intenzivni rozvoj
biotechnologii v technické ochrané Zivotniho prostfedi v momenté, kde se molekuldrni analytické
techniky stanou jesté dostupné;jsimi SirSimu spektru uZivateld.



