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Abstrakt

Pro detekci biodegradacnich mikroorganismii se pouzivaji metody zaloZené na principu enzymové
aktivity nebo celkové pocty. Protoze v prostredi se nachdzi velmi specifické skupiny mikroorganismii
nekultivovatelné bakterie) diversita komplexnich mikrobidlnich spolecenstvi byvd za pouziti
standardnich kultivacnich metod nevyhnutelné podhodnocena. Proto se pri rozborech stdle vice pract
zaméruje na metody stanoveni a identifikace skupin mikroorganismii bez kultivace, mezi nez patri
metody na bazi fluorescencni mikroskopie. Spojenim téchto metod se stavajicimi je mozné lépe
vyhledavat kmeny s biodegradacnimi schopnostmi a dopliiovat tak firemni sbirku, ve které je nyni
ulozeno minimalné 150 piivodnich prokaryotnich a eukaryotnich kultur, z nichz nekteré byly v
minulosti uspésné pouzity na lokalitach.

STANOVENI SKUPIN MIKROORGANISMU S BIODEGRADACNIMI SCHOPNOSTMI
mikroorganismy zpusobujici deamonifikaci, odsifovani, likvidujici fosfor, degradujici BTEX,
MTBE, PCB a PAU, ...

Makrofotografie byly pfipraveny po kultivaci mikroorganismi na povrchu zivného agaru pii
pokojové teploté za aerobnich podminek asi 3-10 dni.

Obr. Detail morfologie kolonie izolatu MTBE?2 zpiisobujiciho remediaci MTBE
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Obr. 2 Detail morfologie kolonie izolatu PAU1L zpusobujiciho remediaci PAU
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Obr. 3 Detail morfologie kolonie izoldtu BTEXB zpisobujiciho remediaci BTEX (dva druhy
kolonii? - je to konsorcium?)
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IZOLACE MIKROORGANISMU S VYSOKYM BIODEGRADACNIM POTENCIALEM A
JEJICH CHARAKTERIZACE A IDENTIFIKACE FENOTYPOVYMI A
GENOTYPOVYMI METODAMI

Obr. Schéma izolace mikroorganismu ze vzorku. 1) pfevedeni vzorku pidy do fediciho
roztoku a ptiprava fedéni, 2) rist kolonii na agaru, 3) odbér sledovaného mikroorganismu
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Charakterizace vlastnosti

sledovéani vyuziti oleje jako zdroj uhliku a produkce biodetergentu

Mikrofotografie byly pfipraveny po fixaci bun¢k teplem a obarveni methylenovou modri
podle Lofflera za pouZziti imerzniho objektivu ve fazovém kontrastu (ZvétSeni 1000x).

Obr. Rozdil ve vzhledu bunék po kultivaci a) na povrchu malt extrakt agaru 3-10 dni b) v
mineralnim mediu s fepkovym olejem a zdrojem dusiku 10-14 dni pii ota¢kach 100 ot/min.
Kultivace probihala vZdy pii pokojové teploté za aerobnich podminek.

1) Candida utilis



2) Debaryomyces hansenii

v platném znéni. Jeho uziti treti
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ULOZEN{ IZOLATU S BIOREMEDIACNIMI SCHOPNOSTMI VE SBIRCE
MIKROORGANISMU A JEJICH POUZITI

Sbirka:

minimaln¢ 150 prokaryotnich a eukaryotnich kultur 50 rodi (napt. Achromobacter, Alcaligenes,
Enterobacter, Pseudomonas, Variovorax)

PouZiti:

e zaklad pro vyvoj bioaugmentaénich preparati;

rozsahu, ktery bude takovymto sc

¢ na kontaminovanych lokalitach (ropné latky, chlorované uhlovodiky, ftalaty apod.);
e feSeni projektd technické ochrany zivotniho prostfedi jako napf. sanaéni prace v rezimu L
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bioremediace (in situ realizace, ex-situ aplikace pfi dekontaminaci riznych matric na E
zabezpecéenych plochach (landfarming); o
e pro vyrobu bioplynu s jeho vyrazné vyssim vytézkem (rozklad lignocelulosového materialu). 23
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Pouzivané metody:
Svételnd mikroskopie

Mikrofotografie byly pfipraveny po fixaci bunék teplem a obarveni methylenovou modii é
podle Lofflera za pouziti imerzniho objektivu ve fazovém kontrastu (Zvétseni 1000x). N

Obr. 1 Buné¢na morfologie izolatu Al4 (AI4FM100a) po kultivaci na povrchu Zivného agaru
pii pokojové teploté za aerobnich podminek asi 3-10 dni.
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Obr. 2 Bunééna morfologie Pseudomonas putida atyp OASP3 (OASP3FM100) po kultivaci v
minerdlnim mediu s Zivnym mediem a ropou pii pokojové teploté za aerobnich podminek asi
30 dni pii otackach 100 ot/min.
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Obr. 3 Bunééna morfologie Variovorax paradoxus V21 (Variovorax FM100b, 100c - spojit,
ty¢inka - kontaminace?) po kultivaci v mineralnim mediu s Zivnym mediem a ropou pfi
pokojové teploté za aerobnich podminek asi 30 dni pii otakach 100 ot/min.
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vymto souhlasem udélen, Neopravnény uZivatel se vystavuje postihu dle p
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rozsahu, ktery bude tako
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Obr. 4 Bunééna morfologie Yarrowia lipolytica - Cepro (YarrowiaFM100) po kultivaci na 7 é
povrchu Zivného agaru pii pokojové teploté za aerobnich podminek asi 3-10 dni. 57
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Fluorescenéni mikroskopie

- stanoveni Zivych a mrtvych bakterii,

- stanoveni Zivych a mrtvych kvasinek,

- stanoveni celkového poc¢tu mikroorganismu

Identifikace biodegrada¢nich mikroorganismu metodou FISH

Obr. 1 Bun&éna morfologie Yarrowia lipolytica - Cepro (snapshot55) po kultivaci na povrchu
zivného agaru pii pokojové teploté za aerobnich podminek asi 3-10 dni nebo z tiepacky?.
Barveno Calcofluorem White M2R, ktery modie obarvi okraje metabolicky aktivnich bunék.
Pozorovéno pod fluorescencnim néstavcem za pouziti imerzniho objektivu (ZvétSeni 1000x).

Obr. 2 Bunééna morfologie Yarrowia lipolytica - Cepro (snapshot62) po kultivaci na povrchu
zivného agaru pii pokojové teploté za aerobnich podminek asi 3-10 dni. Barveno Fun 1, ktery
modrfe obarvi okraje metabolicky aktivnich bunék. Pozorovano pod fluorescencnim
nastavcem za pouZiti imerzniho objektivu (Zvétseni 1000x). Zlutozelené zabarveni signalizuje
mrtvé bunky, zivé a metabolizujici buiiky maji oranZzovo-Cervené zabarveni ¢i ¢astecné
obarvené intravakuolarni struktury do Zluto-oranZového odstinu.



Spektrofotometrie

Obr. Vliv riznych zdroji uhliku na rust Rhodotorula mucilaginosa v mineralnim mediu
(BSM) a v mineralnim mediu se zdrojem dusiku (YNB): fadal) 1g/I fepkového oleje, fada 2)
10 g/l fepkového oleje, fada 3) 1g/1 benzinu. Ptiklad méfeni na pfistroji Bioscreen.

Rhodotorula mucilaginosa, BSM
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Rhodotorula mucilaginosa, YNB
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Zavér

Spole¢nost EPS, s.r.0. intenzivné hleda nové moznosti v oblasti bioaugmentace a biostimulace, které
maji hlavniho spole¢ného jmenovatele v podobé ucinného, adaptabilniho a odolného biologického
Cinitele. Toto usili je pfedmétem vyzkumné-vyvojovych aktivit podpofenych z podpory statnimi
prostiedky (MPO — program TIP), nicméné i v rdmci internich vyvojovych aktivit se stale hledaji
zpusoby, jak efektivné zapojovat vhodné taxony bakterii a kvasinek do konstrukce novych
bioremedia¢nich pfistupi. 1 pfes preferovany postup zakladajici se na biostimulaci autochtonni
mikroflory, pfedstavuje bioaugmentacni koncept stale velmi uc¢innou cestu napravy skod na Zivotnim
prostiedi. Predpokladem ktomu je propracovany proces umoziujici studium mikroorganisma
s bioremediacnim potencidlem, charakterizace jejich vlastnosti a hledani nejvhodnéj$iho zpilsobu
nakladani s nimi v ramci technickych a technologickych aplikaci. Kvalitné vedena sbirka vhodnych
bioremedia¢nich taxonu se tak ukazuje jako dilezity prostiedek, na jehoz zaklad¢ 1ze uspokojit rychle
a uéinné pozadavky vyplyvajici z feSeni environmentalnich projektd, popf. hledani feSeni pro méné
frekventované typy zne€isténi se silnym akcentem na biologické feseni problému.

Podékovani

Spolecnost EPS, s.r.o. dékuje poskytovateli grantové podpory, jimz v tomto pripad€ je Ministerstvo
pramyslu a obchodu svym programem podpory vyzkumu a vyvoje TIP. Vyvoj novych
bioaugmentacnich prostfedki je financovan zpodpory FR-TI1/318 snézvem Vyvoj komercné
dostupnych remediacnich biopreparatii uréenych k primé aplikaci na difuzné kontaminované lokality.



