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Anotace

V ramci pristupii  k technické ochrané Zivotniho
prostiedl zaujima v roviné aktivniho nakladani s ekologickymi
zatezemi své nezpochybnitelné misto bioremediace, jinymi slovy
biotechnologie koncipované Kk ndpravé S$kod na Zivotnim
prostredi. V soucasnosti existuje nékolik stéZejnich smérii,
kterymi lze definovat zakladni charakteristické rysy vlastniho
bioremediacniho procesu — z8kroky in situ a ex situ,
implementace reaktorovych systémii s biologickym Ccinitelem,
podpora prirozené atenuace. Obecné lIze Fict, Ze zdakroky
koncipované v misté kontaminace s cilem snizit a transformovat
pritomny polutant maji spolecného jmenovatele v podobé
injektazi preparatii, jimiz by mélo byt docileno vyrazné
efektivnéjsiho probihdani rozkladnych déjii v prostredi. Vedle
biostimulacnich  strategii  (aplikace nutrietii, kosubstratii,
akceptorii / donori elektromii, napr. kysliku) existuje strategie
bioaugmentace. Tento pristup znacné polarizuje spektrum
odbornikii v oblasti sanacniho inzenyrstvi a environmentalnich
ved. Polaritu ndzori lze charakterizovat presvédcenim, ze
vneseny mikroorganismus (tzv. biopreparat) plni bezezbytku
svou rozkladnou Ulohu - na jedné strané a na strané druhé
diikazy, ze i sebeodolnéjsi taxon ma vyrazné malou az minimalni
Sanci prirozené prostredi kolonizovat. Pravda je ziejmé nékde
mezi témito dvéma poly. Na obranu presvédceni, Ze vneseny
mikroorganismus se v prostredi adaptuje a zacne se metabolicky
projevovat lze pouzit bezpocet ditkazii ze sanacnich praci
V podobé jejich monitoringu a analyz, z presvédceni, ze vneseni
Mikroorganismii je véc neefektivni, 1ze zase extrahovat poznatek,
Ze prinos téchto zakrokii lezi v uplné jiné roviné, v uplné jiném
casovém ramci a predevsim na zcela jiné platformé stimulace.
Jinymi slovy, bioaugmentace dnes jiz casto byva chdapana jako
inZenyrské Feseni horizontdlniho genového transferu, jehoz
prostiednictvim  je  mozZné posilit  genofond  zdstupcii
autochtonnich populaci (piivodnich mikroorganismi) ve smyslu
aktivniho rozkladu polutantii.

V experimentalni pasadZi budou shrnuty dosavadni
vysledky reseni projektu programu vyzkumu a vyvoje TIP: FR-
T11/318 (Vyvoj komercné dostupnych remediacnich preparati
urcenych k primé aplikaci na difiizné kontaminované lokality),
jehoz poskytovatelem dotacnich prostredkii ze statniho rozpoctu
je MPO. Budou predstaveny koncepty 7 os FeSeni projektu,
V nichz kazdou reprezentuje konkrétni polutant, a predevsim
nové nalezené taxony a jejich spolecenstva, jez se nasledné
stanou jadrem konstruovanych technologickych preparati.
Konkrétné bylo dosazeno velmi dobrych vysledkii v oblasti
bioremediace BTEX, MTBE, PAU a deamonifikace (eliminace
amonnych iontit), pomérné dobry smér reseni naznacilo hledani
vhodnych biooxidantii redukovanych sloucenin siry, Ccinitelii
transformace anorganického fosfatu a remediace PCB.

Prispévek vobecné roviné vysvétluje cestu od
laboratore ke komercénimu prepardtu, v pripadé konkrétnich
vystupti  FeSenych projektii  shrnuje recentni poznatky o
moznostech  biologické  dekontaminace  frekventovanych
polutantii Zivotniho prostredi. Pro Sirsi odbornou verejnost
(komereni firmy s ekologickou zatézi ve svém objektu) je zdrojem
poznani, co bioremediace predstavuje za mozny ucinny ndstroj
V ndpravé skod, pro odborniky environmentdlnich biotechnologii
Jje zdrojem novych poznatkii a trendii.

Abstract

In several last years, the technical approaches to
environmental protection have been based on bioremediation. At
the level of active management of environmental loads,
bioremediation  plays indisputable role among other
technologies. In other words, biotechnology designed to remedy
environmental damage is powerful tool how to clean up
contaminated sites. Currently, there are several key directions,
which can define the basic features of bioremediation process -
interventions in situ and ex situ, reactor systems, implementation
of a biological agent, enhanced natural attenuation. Generally,
the procedures (on site) designed to reduce contamination and to
transform the pollutant has a common denominator in the form
of agent injection. By means of it, much more efficient
degradation processes could be carried out in the environment.
In addition to the strategies of biostimulation (nutrient
application, co-substrates, acceptors / donors of electrons such
as oxygen) exists bioaugmentation strategies. This approach is
highly polarized spectrum of experts in engineering,
remediation, and environmental sciences. Polarity of views can
be characterized by the belief that injection of the
microorganisms (called bioagents) performs fully its remediative
role - on the one hand, evidence that even the best strains of
microorganisms have significantly low chance to colonize the
natural environment. The truth is probably somewhere between
these two opinions. In defense of the belief that injection of the
microorganisms in the environment is effective, there are
numerous remediations in the form of monitoring and analysis.
The belief that the introduction of bacteria is inefficient strategy,
you can turn to the knowledge that the benefits of these
interventions is in a totally different plane, in a totally different
time frame and in particular on an entirely different platform of
stimulation. In other words, bioaugmentation is now often
viewed as an engineering solution to horizontal gene transfer,
through which it is possible to strengthen the gene pool of
representatives  of indigenous  populations  (indigenous
microorganisms)- in terms of active degradation of pollutants.

The experimental passage is summarizing the results
of the previous project research and development program TIP:
FR-TI1/318  (development of commercially available
preparations intended for direct application to the contaminated
sites), a provider of grant funds from the state budget is MPO.
This project is based on concepts of 7 axes, in which each
represent a specific pollutant, and especially the newly
discovered microorganisms and their communities. Specifically,
it has been achieved very good results in the field of
bioremediation of BTEX, MTBE, PAU, and deammonification
(elimination of ammonium ions), a relatively good direction
represents appropriate solutions of reduced sulfur compounds
biooxidation, inorganic phosphate catching, and remediation of
PCBs.

This contribution (in general) explains the path from
laboratory to commercial preparation; the project summarizes
recent findings on how the biological decontamination of
environmental pollutants may be carried out. The benefit for the
commercial public (commercial companies with environmental
problems in their areas) consists in a source of knowledge - what
constitutes a potential bioremediation effective tool in
remediation. To environmental experts, it is a source of new
trends.



Struktura pfispévku

Prvni &ast je vénovana shrnuti informaci o tloze biologického ¢initele v environmentéalni mikrobiologii jako
klicové oblasti, jez je zdrojem informaci a pfedev§im zdrojem potencialné vhodnych biologickych Ciniteld pro konstrukci
technologickych nastroji. Podrobné jsou vysvétleny pojmy bioaugmentace a biostimulace jako dva stéZejni koncepty, na
nichZ je konstruovan bioremedia¢nim zakrok. Ve druhé ¢asti se ptispévek vénuje 4 praktickym ukazkam aplikace univerzalné
vhodnych bioaugmentaénich preparatd uréenych k bioremediaci zneéisténych matric zatizenych ropnymi latkami,
chlorovanymi uhlovodiky, estery ftalové kyseliny a odpadnich lipida. Na téchto praktickych ukazkach jsou demonstrovany
vyhody a omezeni takto pojatého feSeni technické ochrany Zivotniho prostiedi na bazi biotechnologického pfistupu.
Zdiraznéna je potfeba vnimani charakteru téchto nastroji v marketingovém konceptu produkt — sluzba, kde zejména druhé
jmenované je kli¢em k uspésné aplikaci. Nastaveni podminek vlastni injektaze biologického preparatu je piredpokladem pro
funkéni proces. Dodavka nékterych stimulacnich faktorti zasadnim zpuisobem zlepsuje fyziologické a metabolické projevy
biologického Cinitele v prostiedi vici aktivni transformaci pfitomného polutantu. Ve tieti ¢asti se prispévek zabyva postupy,
jak lze biologicky preparat konstruovat tak, aby mohl naleznout plnohodnotné uplatnéni na trhu bioremedia¢nich preparata.
Tyto skuteCnosti jsou predstaveny na pozadi vyzkumné-vyvojovych aktivit spolecnosti EPS a velmi ndzornym zptisobem
demonstruji postup ,,0d laboratofe k technologii“. Zavére¢na &ast se zabyva zhodnocenim a dalSim perspektivdm na poli
bioremedia¢niho inZenyrstvi jako soucasti odvétvi environmentalniho servisu.

1 Biopreparaty v sanaénim inZenyrstvi

V piirozeném prostiedi pfedstavuje fise mikroorganismil jak druhové, tak kvantitativné nesmirn€ rozmanitou oblast
této formy Zivé hmoty. Z hlediska fylogenetického 1ze vyvoj mikroorganismi povaZzovat za stéZejni katalyzator promén
hmoty spojenych s utvafenim Zivotniho prostfedi. Mikroorganismy zfejmé piedstavuji prvotni formy organismi, které zacaly
kolonizovat Zemi a vytvaiet na ni biosférické slozky. Obecné akceptované vysledky tzv. Millerova pokusu (Miller — Urey
experiment)® vedly k prokazani zptisobu, jakym se na Zemi vytvorily rezervoary organickych latek (sacharidi, aminokyselin
a mastnych kyselin), které néasledné v rdmci svych sekundérnich, terciarnich a kvartérnich strukturaci vedly ke vzniku
biopolymeri. Alexander Oparin zavedl termin tzv. prebiotického bujénu (primordial soap
theory), jez vedle vzniku monomert a biopolymeri piedstavuje tfeti stupeii vzniku Zivota na
Zemi, tedy organizaci jednoduchych organickych latek v slozit&jsi molekuly a posléze i
primitivni buiiky. Robert Shapiro rozpracoval tuto myslenku do ucelené teorie. Soucasnou
optikou piedstavuji relikty utvafeni Zemé v biologické roviné tzv. Archea, tedy primitivni

mikroorganismy, které se dale evoluéné proméniovaly v bakterie
(Bacteria) a ziejmé v dusledku procesu endosymbiosy

Archea, bakterie, eukaryota

soucasny zpusob nahlizeni na
taxonomické ¢lenéni, ktery do

kometabolismus

unikatni metabolicky nastroj,
kdy v ramci vyuzivani
jednoho substratu vznikaji
podminky pro neenergetické
zpracovani jiného (Casto
polutantu ZP)
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Vv eukaryotni organismy (houby, rostliny, zZivocichové a ¢lovek).
Vzhledem koblastem, kde Ize dnes Archea nachazet a ke
skute¢nosti, ze se vdrtivé vétsiné piipadd jedna o tzv.
extrémofilni organismy, existuje obrovska technologicka paralela
s kontaminovanymi oblastmi, které ve své podstaté jsou také
extrémnim piikladem podminek, v nichz by mél byt organismus
uplatnitelny v bioremediaénim inZenyrstvi byt schopny zit a
fyziologicky se projevovat. Archea tak sama o sobé& predstavuji
nekone¢n¢  bohatou  studnici  potencidlné¢  uplatnitelnych
mikroorganismii v bioremedia¢nim inzenyrstvi. Vysvétlenim
tohoto tvrzeni je jednoduchéd organizace jejich bunécného téla a
zejména vysoka flexibilita metabolismu, s nizkou, nicméné velmi
rychlou a u&innou flexibilitou jejich metabolické regulace.
Bakterie jiz piedstavuji organismy vyvojové komplikovanéjsi,
avSak drtiva vétSina vySe popsanych vlastnosti jim zistava
zachovana. Eukaryotni mikroorganismy (kvasinky, kvasinkovité
organismy a plisné) vykazuji vyrazné vyssi naroky na faktory, jez

mikrobialni fi$e vnesl prvek
tzv. Archea, bakteriim
podobnym organismiim,

z nichz se bakterie a eukaryotni
organismy fylogeneticky
vyvinuly. Archea jsou
nesmirné vdéénym objektem
z&4jmu environmentélnich
technologii.

Bacteria Archasa Eucaryota.

bezprostfedné vyzaduji pro svij rust a reprodukci. Nicméné jejich vyhodou na druhou stranu je
disponovani tadou pokroéilych mechanismi (bunéény transport, produkce specifickych
extracelularnich produktii, komunikace), jez se velice dobfe uplatiuji v té fazi, kdy se jejich
substratem ma stat antropogenni polutant. Obrovsky t€innym prosttedkem mikroorganismu je
nespecifita nékterych enzymi, diky kterym se tzv. kometabolismus nestava pouze redundantni
soucasti biochemickych déji, nicméné naléza konkrétni a G¢inné uplatnéni v bioremediacich.

* primordial soup theory — teorie prebiotického bujonu, tedy vysvétleni, jak se organicka hmota zformovala do podoby prvotnich organismt



Na uvod pasaze veénujici se soucasnému stavu v pfistupech k technické ochrané Zzivotniho prostiedi na bazi
biotechnologickych postupti je na misté zminit existenci procesi oznacovanych jako pfirozend atenuace. Selekéni tlak
polutantu v prostiedi je hybnou silou, ktera navozuje podminky, na néz mikroorganismus musi vyvijet Usili adaptovat se

takto dané

skladbé a charakteru prostiedi.

Pfirozend role mikroorganismi v prostfedi spociva v intenzifikaci

biogeochemickych cyklid, jinymi slovy v koordinaci s jinymi formami organismii a na pozadi fyzikaln&-chemickych a
mechanickych dé&j participuji na pfeméné (dekompozici) organické hmoty v material anorganicky, jenz se pak nasledné
stava reservoarem zakladnich latek znovu se zapojujicich do kolobéhu hmoty na Zemi. Obdobnym zptisobem lze nahlizet i na

latky Zivotnimu prosttedi cizi (kontaminanty a xenobiotika), nicméné s tim omezenim, Ze jejich
klicovou vlastnosti, jeZ jim propdjcuje roli negativni zatéZe, je pravé tzv. persistence, tedy
odolnost vuci rozkladu na bazi biodegradace, ale v mnoha piipadech i pfirozenym fyzikalnim

Horizontalni genovy transfer

védeckeé vysvétleni flexibility
populaci mikroorganismti vuci
xenobiotikiim V prostiedi;
soubor mechanismd, jak se
genova informace §ifi napftic
mikrobidlnimi spolecenstvy,
tedy nikoliv pfedavanim

z buiiky mateiské na dcefinou
v rdmci druhu. Zahrnuje proces
transformace, konjugace a
transdukce.

Transformace — smrti
darcovské buiky se do
prostiedi dostane geneticka
informace, jiz miZe pfijmout
pifjemce.

Konjugace — pfiblizenim dvou
bunék riizného druhu mize
dojit k do¢asnému spojeni
konjuga¢nim kanalkem, jimz
1ze ptesunout genetickou
informaci.

Transdukce — vysatim
genetické informace z darce do
bakteriofaga (bakterialni vir) a
jeho infekci pfijemce se rovnéz
§ifi geneticky kodované
vlastnosti.
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mechanismiim transformace (fotolyzy, termalni degradace).
Druhou stinnou strankou je ochota fady polutanti polymerovat a
jinak se pfeménovat tak, ze jejich rozlozitelnost v prostredi je
jesté omezenéjsi. Pfirozend atenuace predstavuje soubor déju,
kterymi se prostfedi snazi samo omezit zatéz zpusobenou
kontaminanty. Pravé biologické procesy zahrnuté pod piirozenou
atenuace jsou nevyCerpatelnym zdrojem nastroji, jez se
v sanacné-inZzenyrské  praxi  mohou  uplatnit v ramci
dekontaminacnich zédkrokli na biotechnologické platformé.
Nejfrekventovanéjsi koncepty bioremediace, biostimulace a
bioaugmentace, se opiraji o silu, jez ptedstavuje soubor
metabolickych a fyziologickych schopnosti tzv. autochtonnich
populaci. Tato spoleCenstva predstavuji pfirozenou mikrofloru
pfitomnou v prostfedi, kterd disponuje obrovskou adaptacni
schopnosti. InZenyrské feSeni se zabyva bud’ moznosti upravit
podminky na o$etfované lokalité tak, aby tyto procesy byly jesté

Piirozena atenuace

soubor procesii s dominanci
biodegradace, ale i dalSich
zejména fyzikalné-chemickych
a mechanickych proces, kdy
prostiedi samovolné iniciuje
transformaci polutantu do méné
Skodlivé formy. Prokazuje se
monitoringem tif linii dikazt —
proudéni podzemni vody,
ptitomnost akceptort elektrontt
a osidleni mikroorganismy
(monitorovana NA, neboli
MNA). Neni sana¢nim
nastrojem, nicméné tyto dé&je
Ize podpofit a stimulovat dotaci
chybéjicich faktord
(podporovana NA, neboli

0¢inn&jd (dodavky akceptort elektrondi — napt. kyslik, zdroji ENA)

elektronti (laktat), dusikatych a fosfore¢nych zivin, popt. jinych
esencialnich  slozek) nebo je zaloZzeno na injektazi
mikroorganismii do prosttedi, kde se nevyskytuji pfirozené
taxony obdafené bioremediaénimi schopnostmi. Vzhledem k jiz
zminéné adaptabilité mikroorganismi se ukazuje, Ze snazSim a
ucinngj$im konceptem je pravé biostimulace. Nicméné to
Vv zadném piipadé nevyvraci uplatnitelnost bioaugmentace. Prave
naopak, jak dokazuji nésledujici informace. Soudasné vyzkumy?
ukazuji, Ze role vneseného Dbiologického C<Cinitele primarné
nemusi byt zaloZzena na myslence osidlit kontaminovanou
lokalitu vhodnou mikroflérou, nicméné jiz jen sama skute¢nost,
Ze se v tomto prostiedi ocitne biomasa populaci s bioremedia¢nimi vlastnostmi vyrazné zvySuje
pravdépodobnost pfenosu téchto vlastnosti na populace kontaminované lokalit¢ vlastni.
Odborneé se tyto déje oznacuji jako horizontalni genovy transfer (HGT) a v fadé piipadu se zde
uplatiluje a vyuziva faktu, ze genové kodovani schopnosti produkovat enzym s biodegrada¢nim
ucinkem je vramci mikroorganismu feSeno nejaderng, sekvence nukleovych kyselin jsou
lokalizovany na zvlastnich organelach oznacovanych jako plasmidy. Samotné vneseni vhodné
populace lze tedy vnimat jako stimulacni krok, kdy biopreparat plni roli zdroje vhodné
genetické informace rezultujici ve zdokonaleni téchto vlastnosti u mikroorganismd, jez témito
schopnostmi pfed tim nedisponovaly. K transformaci nej¢astéji dochazi ve vodném prostiedi,
ke konjugaci dochazi v biofilmech a transdukce je frekventovanym zpisobem v pidnim
prostiedi. Izolace kment, jejich studium a koncepce bioremedia¢nich zakrokii na bazi
bioaugmentace tak pfedstavuje neobycejné silnou moznost, jak vyuzit pfirozenych schopnosti
mikroorganismi napomoci rozkladu a transformaci antropogennich polutantl v prostiedi.

2 ). M. Coombs: Potential for Horizontal Gene Transfer in Microbial Communities of the Terrestrial Subsurface; D. Springael, E.M.Top:
Horizontal gene transfer and microbial adaptation to xenobiotics: new types of mobile genetic elements and lessons from ecological studies;

T. Barkay a B. F. Smets:
http://aesop.rutgers.edu/~barkay/

Horizontal Gene Flow in Microbial Communities a jeji webové stranky Barkay Laboratory



2 Bioaugmentace — pripadové studie

iy

Mezi nejfrekventovanéj$i skupiny polutantd v horninovém prostiedi, v podzemnich vodach a i v moiskych
ekosystémech patti ropné latky, chlorované uhlovodiky a toxické kovy. K této skupiné se co do poctu, tak i co do
rozmanitosti stale vice pfiblizuji ty typy antropogennich polutanti, které

aktivniho vyuziti (produkce energie na
bazi anaerobni digesce) hledaji i jiné
zpusoby, spojené s odpadovym
management, Vv neposledni fadé i
s latkami nebezpeénymi, popt. se jejich
uplatnéni sméfuje do oblasti sanaénich
zékroki. Pravé biologicky rozlozitelné
odpady c¢asto mohou predstavovat

Obr. 1 komeréné dostupné bioaugmentaéni preparaty

\ . L vhodny doplnék pro stimulovani

EPS, s.r.0. pro uvedené skupiny kontaminanti bioremediacniho  zékroku v roving
kometabolismu nebo vylehéeni

kontaminované matrice. Spolecnost

EPS, s.r.o. disponuje ve svém portfoliu ¢tyfmi velmi stabilnimi a funkénimi technologiemi
na bazi bioaugmentace. Na obrazku 1 jsou znazornény biopreparaty, jejichZ aplikaci do
oSettované lokality 1ze docilovat velmi dobrych vysledki, zejména ve fazi dosahovani
sanac¢nich limitd v roviné biologického docistovani lokality. Klicovym piedpokladem je co
nejdokonalej$i znalost vlastniho mikrobidlniho &initele, jeho naroki na Ziviny, zdroje uhliku
a energie a v neposledni fadg i reakce na podminky prostiedi s ohledem na predikci vyvoje
Vv ramci vlastniho sana¢niho zakroku. Tyto poznatky se ziskdvaji postupy, o nichz se zminuje

se do prostiedi dostavaji v disledku lidské ¢innosti. K témto latkam lze
ptitadit velkou skupinu chemickych latek oznadovanych jako endokrinni
disruptory. Z analyzy jejich osudu v zivotnim prostiedi je jiz nyni mozné
usuzovat na problém, jenz mtize byt zcela vystizné oznacen za tikajici
ekologickou bombu. V neposledni fadé se ptedmétem bioremedia¢nich
procest stavaji i tzv. biologicky rozloZitelné odpady, u kterych se vedle

Bioaugmentace

cilené vneseni mikrobialni populace
V podobg¢ tzv. biopreparatu
(inokula) do prostiedi sana¢niho
zékroku s cilem doplnit mikrobialni
profil o zastupce vybavenym
schopnosti biodegradovat cileny
polutant. Protipolem (avSak vhodné
se dopliiyjicim) je proces
biostimulace, kdy oziveni
mikrobialnich rozkladnych procest
nastava v disledku injektaze
chybgjicich metabolickych faktort
(zdroj akceptoru elektront, zdroj
dusiku a fosforu, popf. esencialni
nutriety. Bioaugmentace byva
doprovazena biostimulace v ramci
nastoleni efektivity zakroku.

nésledujici kapitola.

Pti konstrukci uvedenych biopreparatti byla zohlednéna myslenka spojovat takové ‘ ﬁ -
skupiny mikroorganismi, které disponuji vhodnymi mechanismy pro rozklad cilového = &
polutantu. V ptipadé biopreparatu pro ropné latky se konsorcium opirad o dominantni taxon cifkaihant™
z rodu Pseudomonas, ktery disponuje vysoce G¢innym metabolismem pro rozklad ropnych %
latek. Vedle jeho vlastni schopnosti produkovat biologické povrchové aktivni latky je slozeni
kmend doplnéno o dva druhy bakterii (zastupci rodu Gordonia a Variovorax), které
vyraznym zpusobem produkuji hydrofobni pigmenty a jiné typy biologickych detergentt,
¢imz vyrazné napomahaji mobilizaci nepolarniho kontaminantu, jenz je cilem
bioremedia¢niho zakroku. U inokula pro rozklad oleji (nicméné vyuzitelné i pro bioremediaci ropnych latek) byl zvolen
koncept jednodruhového preparatu opteny o unikatni eukaryotni organismus Yarrowia lipolytica, izolovany z témét
nefyziologickych podminek — fize ropnych uhlovodiki. Diky své rychlosti okamzité zacit utilizovat polutant ziskava
konkurenéni vyhodu a transformuje nepolarni polutanty. Inokulum pro bioremediaci chlorovanych uhlovodiki vzniklo na
bazi aerobni dehalogenace, tedy pro situace, kdy zdrojem elektrond je chlorovany uhlovodik a terminalnim akceptorem
elektrond kyslik. Nicméné toto inokulum je kombinovano a vyuziva i taxony disponujici kometabolismem v aerobnim a
mikroaerofilnim rezimu. Ukazkou preparatu pro méné frekventované typy polutanti (endokrinni disruptory) je konsorcium
dvou bakterialnich taxont, které jako sviij zdroj uhliku a energie dokdZou vyuzivat estery kyseliny ftalové. Vzhledem k tomu,
Ze se v fad¢ pifpadi opét jedna o latky méné polarni, opiraji se oba taxony o schopnost vyuZzivat sviij hydrofobni povrch a
produkovat vhodné biologické detergenty, jez jim usnadni vlastni metabolické vyuziti kontaminantu. Tento pfiklad je
ukazkou ziirogeni obrovské metabolické flexibility zastupce rodu Rhodococcus a pigmentotvorné bakterie z rodu Kocuria.

non-toxic
end products

rvo

Souhrnné lze tvrdit, Ze bioaugmentacni koncepce pfedstavuje a predstavovat bude jeden z klicovych pilift
sana¢niho inZenyrstvi v oblasti bioremediaci. Nové poznatky zakladniho vyzkumu, jejich smysluplny transfer do podoby
technologicky uzitelnych nastrojii a predev§im dusledné respektovani synergetického charakteru této oblasti technické
ochrany Zivotniho prostiedi jsou cestou, na jejimz konci muze byt efektivni dosazeni cilii — tedy zivotniho prostiedi bez
zjevnych zatézi v podobé antropogennich polutanti a pfedevsim ¢lovek bude mit k dispozici G€inné prostiedky, jak fesit
ptipadné ekologické krizové stavy na platformé technologii bez zjevnych vedlejSich, negativnich vlivid, které propoji
moznosti vlastniho prostiedi s technologickymi moznostmi danymi rozSifovanim souborl poznatkd v roving striktné
interdisciplinarniho charakteru. Environmentalni discipliny jsou tomuto tvrzeni neklamnym dikazem.



3 Vyzkum a vyvoj bioaugmentacnich preparata

Terminem od laboratofe po technologii se d4 velmi vystizné oznacit sled
postupi, na jejichz konci muze byt funkéni a efektivné pracujici biopreparat. Na
obrazku 2 je schematicky znazornéno, které kroky bezpodmine¢né musi pfedchazet
vzniku bioaugmentaéniho preparatu. Prvni fazi je hledani vhodného biologického
Cinitele, v podstaté existuji dva koncepty, kontaminované matrice Zivotniho prostiedi
studované z hlediska jeho osidleni kmeny s pfedpokladem disponovat nastroji pro
metabolické vyuzivani kontaminantu nebo aplikace jednoho ¢&i vice tzv. ,,sbirkovych*
kment, tedy izolatd, jez se velmi osvédcily v testech bioremediacnich schopnosti,
nicméné se nestaly soucasti zadného biopreparatu. U druhého jmenovaného postupu

Obr. 3 lokalizace odbérovych mist s popisem
polutantu, jenz byl konkrétnim jmenovatelem pro
ptipravu bioaugmentacnich preparati

reinokulaci. Velmi dobrym zpusobem se jevi lyofilizace kmenu (vysuSovani
mrazem), nicméné tento postup je nakladové velmi naro¢ny. V rdmci feSeni
projektu podpory VaV poskytované v programu TIP Ministerstvem primyslu a

je nutné velmi zfeteln¢ zdiraznit
komplikaci, jez se mize projevit
v disledku metabolické stagnace

sbirkového kmene. Ztrata kontaktu se
selekénim tlakem polutantu ¢asto vede
k upozadéni schopnosti tento polutant
vyuzivat.  Ztéchto  divodi  dnes
predstavuje velmi ozehavé téma nalezeni

lrodace mikroarganimil 1
kentaminevandhe prostied!

Obr. 2 schéma procesu ,,0d laboratofe po
lokalitu“ v ramci pfipravy bioaugmentaéniho
preparatu

vhodnych zptisobu, jak vhodné izolaty skladovat a zaroven zabranit ztraté jejich
bioremediacnich schopnosti. Dlouhodoba expozice polutantem se soubéznou

metabolickou utlumovou fazi (izolat
mikroorganismi, nebot’ expozice je
Casto nad inhibi¢ni koncentraci.
Aktivni prechovavani v kapalnych
pudach zase vyzaduje velké naroky
na prostor a pravidelnou kontrolu a

obchodu byla zvolena strategie opirajici se o vymezeni urcité skupiny
polutantl, pro které se bioaugmentani preparaty nevyskytuji. Nalezeni
vhodnych kontaminovanych lokalit, kde byl proveden odbér matric pro izolaci

kment, pfedstavovalo krok nasledujici.
odbérovych mist a vymezeni skupin polutanti.

Na obrazku 3 je shrnuto zacileni

Mikrobialni taxony ziskané izolaci musi byt ve druhém sledu operaci
podrobeny velmi detailnimu zjistovani jejich metabolickych a fyziologickych narokd. Na prvnim misté byva zaméfena
pozornost na koncentraéni rozpéti polutantu, u néhoz se predpoklada pitimé metabolické vyuziti. Jinymi slovy cilem je
naleznout hranici, kterd jiz vykazuje inhibicni nebo letalni efekt. Postupné se testuji naroky na teplotu, pH, doprovodné latky,
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Obr. 5 dynamika ristu izolath PAU3, PAU4,RZD 1 a

RZD 2 na mineralnim médiu s 30 pg/l naftalenu

na agaru) cCasto zpusobi smrt
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Obr. 4 dynamika ristu izolatu MTBE 1 na riznych
koncentracich MTBE (experiment v systému Bioscreen)

toxické kovy, surfaktanty a v piipadé
konsorcii i ekologické faktory (vylouceni
antagonismu — vzajemné neslucitelnosti
pfitomnosti obou kmenti zéaroven).
Dominantné se tyto typy experimentl
provadi v baiikovych systémech na
rotaénich tfepackach, avSak vyraznou
usporou Casu je moznost designovat
experimenty Vv rezimu moznosti
multikultivaéniho zatizeni (napf.
Bioscreen C®). Soub&n& se monitoruji
faktory, jez mohou poslouzit v ramci
koncepce technologického uchopeni -
tvorba Dbiofilmu, vytvafeni agregatd,

kolonizace fazovych rozhrani). Na obrazku 4 je zachycen ristovy profil izolatu MTBE
1 na riznych koncentracich MTBE, na obrazku 5 je znazornén profil hledani vhodné
hodnoty pH u taxoni utilizujicich polyaromatické uhlovodiky v prostiedi s 30 pg/l
smési téchto polutantd. Vystupem téchto experimentli je ucelena skupina vhodnych taxont, které se stanou zakladem
navazujicich etap transferu té€chto poznatki do podoby komeréné zuzitkovatelného biopreparatu. V ramci téchto praci bude
zohlediiovana vlastni konstrukce — strategie jednodruhového biopreparatu nebo naopak postavend na bazi smési vice
vhodnych taxonl. Na obrazku 6 je schematicky pfedstavena skladba souboru izolovanych kment, které byly pofizeny
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Obr. 6 prehled izolovanych taxont (Al —
amonné ionty, S — odsifovani, F — fosfaty,
RZD - degradace smési PAU)

® Bioscreen C — kultivagni systém, jenz umoziiuje soub&Znou kultivaci 200 vzorkil za definovanych podminek, vybaveny Gasomémym
shromazd’ovanim vysledkd. Vystupem jsou dynamické profily ristu, oznaované jako rastové kiivky. Vyrobce: Oy Growth Curves Ab Ltd

(http://www.bioscreen.fi)



Vv prubéhu roku 2011. Veskera dokumentace jejich naroku, charakterizace a popis je pfedmétem zaveére¢né zpravy feSeni této
etapy. Vedle vice znamych typickych polutantd (BTEX, MTBE, PAU) byla pozornost zaméfena i do oblasti stimulace
procest anaerobni digesce, resp. ochrany procesu pied nezadoucim uGc¢inkem sulfanu (biologické odsifovani), eliminace
fosfatu — jeho konverze do organicky vazané podoby a feSeni problémi vysokych koncentraci amonnych iontl na bazi
deamonifikace. Cilem je v nasledujici etapé& kriticky zhodnotit dosazené vysledky a pozornost striktné zaméfit na ty taxony,
které vykazuji metabolickou stabilitu a snadnou adaptabilitu.

4 Perspektivy

V soucasnosti existuji n¢které zasadni limity bioaugmentace, které vymezuji oblasti nezbytné nutné dale zkoumat a
hledat feSeni k pteklenuti omezeni, s nimiz se aplikace bioaugmentaénich preparatd potyka. Pomine-li se z&sadni vliv
biostimulace (obsazeny v technologickych aspektech pfistupu oznaGovaného ENA — enhanced natural attenuation), lze
v kvantifikaci jeho podilu na transformaci polutantu (oboje molekularné-biologické metody), na schopnostech biologického
Cinitele konzervovat si bioremediaénim vlastnosti (Setrna a persistentni expozice polutantem) a v neposledni fadé v
technickém feSeni vlastnich bioaugmentacnich zakrokti. Nezanedbatelné pro oblast bioaugmentact je i zjisténi jak enormné
vysokého ¢isla dosahuje odhad poctu tzv. nekultivovatelnych organismt, nebot’ zde se skryva veliky technologicky nastroj,
nicméné nedosazitelny v disledku nedokonalosti sou¢asného metodického aparatu.
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