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Abstrakt

Pro detekci biodegradacnich mikroorganismit se poulivaji metody zaloZené na principu enZymové aktivity nebo celkové pocty. ProtoZe v prostiedi se nachdzi velmi specifické skupiny mikroorganismii (pomalu rostouci, Zjici pouze ve
specifickém spojeni s ostatnimi mikroorganismy, 17v. Zivé, ale nekultivovateiné bakterie) diversita komplexnich mikrobidlnich spolecenstvi byvd za pouZiti standardnich kultivacnich metod nevyhniiteiné podhodnocena. Proto se pFi rozborech
stile vice praci zamérnije na metody stanoveni a identifikace skupin mikroorganismii bez kultivace, mezi néZ patii metody na bazi fluorescencni mikroskopie. Spojenim téchto metod se stavajicimi je moZné iépe vyhleddavat kmeny s
biodegradacnimi schopnostmi a doplniovat tak firemni sbirku, ve které je nyni uloZeno minimdlné 150 puvodnich prokaryotnich a enkaryotnich kultur, 7 nichZ nekteré byly v minulosti tispésné poulity na lokalitdch.

STANOVENI SKUPIN MIKROORGANISMU S BIODEGRADACNIMI SCHOPNOSTMI POUZIVANE METODY
mikroorganismy zpusobujici deamonifikaci, odsifovani, likvidujici fosfor, degradujici BTEX, MTBE, Svételna mikroskopie
PCRB, PAU, ...
Obr. 6 Izolat Al4 po kultivaci na povrchu zivneho agaru pr1 pokojove teploté za aerobnich podminek asi 3-10 dni
Obr.1 Kolonie 1zolatu MTBEZ Obr. 2 Kolonie 1zolatu PAUI Obr. 3 Kolonie 1zolatu BTEXE Obr. 7 Pseudomonas putida atyp OASP3 po kultivaci v mineralmim med s zivnym mediem a ropou pi1 pokojove
zpusobujiciho remediaci PAU zpusobujiciho remediaci BTEX teploteé za aerobnich podminek po dobu 30 dni za michani (100 ot/min)
i Y £ n Obr. 8 Variovorax paradoxus V21 po kultivaci v mineralnim mediu s Zivhym mediem a ropou pii pokojovée

teploté za aerobnich podminek po dobu 30 dni za michani (100 ot/min)

Obr. 9 Yarrowia lipolytica - Cepro po kultivaci na povrchu Zivného agaru pii pokojové teploté za aerobnich
podminek po dobu 10 dni

. Obr. 6 Obr. 7 Obr. 8 Obr. 9
Makrofotografie znazortiujici detaily morfologie kolonii byly piipraveny po kultivaci mikroorganismu na povrchu 2 *mu;a;-x s
zivneho agaru pr1 pokojove teploté za aerobnich podminek po dobu 3-10 dni. ﬁﬁ :
IZOLACE MIKROORGANISMU S VYSOKYM BIODEGRADACNIM POTENCIALEM A JEJICH N | __ kel R L T el i
CHARAKTERIZACE A IDENTIFIKACE FENOTYPOVYMI A GENOTYPOVYMI METODAMI Mikrofotografie byly piipraveny po fixaci bunék teplem a obarveni methylenovou modii podle Léfflera za pouziti
Izolace mikroorganismu z ruznych zdroju imerzniho objektivu ve fazovem kontrastu (zvétseni 1000x).

Fluorescencni mikroskopie

* stanoveni z1vych a mrtvych baktern;

* stanovem zivych a mrtvych kvasinek;

* stanoveni celkového poc¢tu mikroorganismu,

« identifikace biodegradacnich mikroorganismu metodou FISH.

Obr. 4 Schema 1zolace mikroorganismu ze vzorku
1 - pfevedeni vzorku pudy do fediciho roztoku
a priprava fedén,
2 - rust kolonii na agaru,
3 - odbér sledovaneho mikroorganismu.

Obr. 10 Bunéénd morfologie Yarrowia lipolytica - Cepro po kultivaci pii pokojové teploté za aerobnich podminek
po dobu 10 dni za michani (100 ot/min) pozorovana pod fluorescencénim nastavcem za pouZziti imerzniho
Charakterizace vlastnosti objektivu (zvétseni 1000x)

napr. sledovani vyuziti oleje jako zdroje uhliku a produkce biodetergentu a - barveno Calcofluorem White M2R, ktery modre obarvi
okraje metabolicky aktivnich bunek.

Obr. 5 Rozdil ve vzhledu Candida utilis a Debaryomyces hansenii po kultivaci a) na povrchu malt extrakt agaru
3-10 dni a b) v mineralnim mediu s fepkovym olejem a zdrojem dusiku 10-14 dm za michani (100 ot/mmn)
Kultivace probihala pii pokojove teploté za aerobnich podminek.

Candida utilis Debaryomyces hansenii
a) b) b - barveno Fun 1, ktery modre obarvi okraje metabolicky
___? aktivnich bunék. Zlutozelené zabarveni signalizuje
a mrtvé buriky, Zivé a metabolizujici buiiky maji
oranzovo-¢ervene zabarveni ¢1 Castecné obarvene
mntravakuolarni struktury do zluto-oranzoveho odstinu.
" e Rz ¢ 5 Lo i
Mikrofotografie byly pripraveny po fixaci bunék teplem a obarveni methylenovou modii podle Lofflera za pouati Spektrofotometrie
imerzniho objektivu ve fazovem kontrastu (zvétseni 1000x).
Obr. 11 Vliv ruznych zdroju uhliku na rust Rhodotorula mucilaginosa v mineralnim mediu (BSM) a v mineralnim

ULOZENI IZOLATU S BIOREMEDIACNIMI SCHOPNOSTMI VE SBIRCE MIKROORGANISMU A medm se zdrojem dusiku (YNB)
JEJICH POUZITI 1g/1 fepkoveho oleje, 10 g/l repkoveho oleje, 1g/1 benzinu. Priklad méfeni na pristron Bioscreen C.
Sbirka obsahuje minimalné 150 prokaryotnich a eukaryotnich kultur 50 rodu (napt. Achromobacter, Aicaligenes, e g 2 TR e

Enterobacter, Pseudomonas, Variovorax)

Pouziti kmenu: M | .
» zaklad pro vyvoj bioaugmentac¢nich preparatu; | W/ o //. f\}?%
* na kontammovanych lokahtach {(ropne latky, chlorovane uhlovodiky, ftalaty apod.); RS

* feSeni projektu technické ochrany Zivotniho prostiedi jako napf. sanacni prace v rezimu bioremediace w W,\

(in situ realizace, ex-situ aplikace pii dekontaminaci ruznych matric na zabezpecenych plochach (landfarming):
* pro vyrobu bioplynu s jeho vyrazné vyssim vytézkem (rozklad hgnocelulosoveho matenalu).

Zaver
Spolecnost EPS, s.r.0. mtenzivneé hleda nove moznosti v oblasti bioaugmentace a biostimulace, ktere maji hlavniho spolecneho jmenovatele v podobé ucinneho, adaptabilniho a odolneho biologickeho ¢mitele. Toto usili je predmetem vyzkumne-
vyvojovych aktivit podpofenych z podpory statnimi prostiedky (MPO — program TIP), nicméné i v ramci internich vyvojovych aktivit se stale hledaji zpusoby, jak efektivné zapojovat vhodné taxony bakterii a kvasinek do konstrukce novych
bioremediac¢nich piistupu. I pies preferovany postup zakladajici se na biostimulaci autochtonni mikroflory, predstavuje bioaugmentacni koncept stale velmi uéinnou cestu napravy $kod na zivotnim prostiedi. Predpokladem k tomu je propracovany
proces umoziujici studium mikroorganismu s bioremedia¢nim potencialem, charakterizace jejich vlastnosti a hledani nejvhodnéjSiho zpusobu nakladani s nimi v ramci technickych a technologickych aplikaci. Kvalitné vedena sbirka vhodnych
bioremediac¢nich taxonu se tak ukazuje jako dulezity prostiedek, na jehoz zakladé lze uspokoijit rychle a uc¢inné pozadavky vyplyvajici z fefeni environmentalnich projektu, popf. hledani feSeni pro méné frekventované typy znecisténi se silnym
akcentem na biologicke reSem problemu.
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WWW.EPSSRO.CZ WWW. EPSSRO.CZ WWW. EPSSRO.CZ



