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1 Abstrakt

Prispevek shrnuje dosavadni vystupy vyzkumného projektu spojeného s biosurfaktanty
produkovanymi lipofilnimi kvasinkami. Ukazuje se, Ze se jedna o technologicky nesmirné zajimavy
podpiirny prostiedek pro bioremediacni aplikace vzhledem k nulové toxicite. Béhem resent projektu se
podarilo shromazdit velmi pozoruhodny soubor poznatkit o Zivoté eukaryotnich mikroorganismii
V prostiedich s nepolarnimi fazemi, z nichZ lze v mnoha ohledech velmi dobre profitovat v aplikacich
technické ochrany Zivotniho prostiedi. Potencidlni uplatnéni je vsak mnohem Sirsi, nez pouze v ramci
sanacniho inzenyrstvi, ale tieba v tzv. terciarni dotézbé lozisek ropy (EOR). V neposledni radé hlubsi
pozndni interakce mikroorganismus versus nepoldarni prostiedi miize byt prinosné i jako prevence viici
negativnimu mikrobidlnimu pusobeni (tzv. biodeteriorace — znehodnoceni pohonnych hmot a
biokoroze jejich zdsobnikii).

Abstract

This contribution summarizes the outcomes of the research project associated with
biosurfactants produced by lipophilic yeasts. It turns out that this is a very interesting technology as a
support tool for bioremediation applications due to their low toxicity. During the project solution, a
remarkable body of knowledge was collected and it describes the life of eukaryotic microorganisms in
environments with non-polar phase. In many respects, a very good profit in the technical applications
of environmental protection may be used. The potential application is much wider than just in the
clean-up engineering, remediation, but for example in the enhanced oil recovery (EOR). Finally, a
deeper understanding of the interaction between microorganisms and non-polar environment can be
beneficial as prevention against adverse microbial activity (i.e. biodeterioration — fuel depreciation
and biocorrosion of the reservoirs).
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2 Uvod

Mikroorganismy jsou schopné osidlit a trvale obyvat neskutecné Siroké spektrum typil
prostiedi. I tak zdanlivé nefyziologické systémy, jakymi mize byt ropna faze, oplyvaji mikrobialnim
Zivotem. Z hlediska mechanismii a podminek, kterymi ptislusny mikroorganismus musi disponovat a
které by mély byt splnény, je na ptrednich mistech potieba zminit pfitomnost vody, zdroje uhliku a
energie a z fyzikalné-chemického hlediska otevienost celého systému, tzn. moZnost vstupu a vystupu
latek do bunky a z buiiky ven. Pravé prekonani bariéry fazového rozhrani je v mikrobialni roviné
vyfeSeno dvéma velmi pozoruhodnymi zptisoby: (1) hydrofobnim, vodu odpuzujicim povrchem buiky
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a (2) produkci povrchové aktivnich latek biologického ptivodu [Mulligan]. Existuje cela fada dalSich
podpurnych procest jako specificka enzymova vybava pro degradaci dlouhych fetézc nepolarnich
latek, nicméné v této Casti prispévku je pozornost zametovano hlavné na vyse uvedené.

Proc¢ hydrofobni povrch?

Jiz v dobéach, kdy chemii nahrazovala alchymie, bylo znamo, Ze similia similibus solvuntur, neboli
podobné se rozpousti v chemicky podobném. V piipadé mikroorganismii nejde o rozpousténi, nicméné
hydrofobni charakter povrchu bunky vyrazné napomaha v pfekonani povrchovych napéti na fazovych
rozhranich a otevira takto disponovanym mikroorganismiim piistup do nepolarniho prostiedi.

Proc povrchové aktivni latky?

Detergentem, surfaktantem nebo jinak povrchové aktivni latkou je kazda molekula, ktera ma amfifilni
(amfipaticky) charakter, coZ znamena, Ze je tvoiena jak ¢asti polarni, tak ¢asti nepolarni, a diky tomu
dokaze snizit povrchové napéti na fazovych rozhranich. Existuje mnoho druhii synteticky vyrabénych
surfaktantli pro bezpocet aplikaci po€inaje vyuzitim pfi jakémkoliv €iSténi, konce environmentalnimi
aplikacemi na bazi sanaéniho promyvani. Clovékem vyrabéné povrchové aktivni latky mivaji v mnoha
pripadech zcela konkrétni nectnost, jiz je obtizna odbouratelnost v prostiedi a mnohdy i toxicita vici
organismiim. Ta je zplsobena perzistenci téchto molekul a dlouhodobou negativni expozici vuci
cytoplasmatické membrané, kterou ucini zcela propustnou, tedy pievede ji do stavu neslucitelného
s zivotem bunky. Biosurfaktanty (jak ukazuji rGzné studie) nejenom, ze nevykazuji téméer zadnou
toxicitu, jsou pomérné snadno odbouratelné pfirozenymi procesy v prostiedi, ale (co je nejdilezitéjsi),
svymi technickymi vlastnostmi jsou srovnatelné s fadou synteticky vyrabénych [Kosaric]. Z pohledu
biologického Ccinitele mu plni stejnou funkci jako V pfipadé cisténi povrchu materidlu (jeho
odmast'ovani), pouziti mydla nebo prani textilu, tedy snizeni povrchového napéti a prekonani tohoto
typu bariéry za Gc¢elem destrukce nepolarni faze a jeji pievedeni do rozpustné podoby reprezentované
tzv. micelami. Micela vznika po dosaZeni kritické micelarni koncentrace, kdy urcity pocet povrchové
aktivnich molekul se seskupi do organizovaného Utvaru s nepolarnim jadrem, do kterého muze byt
zahrnuta Castice hydrofobni latky (tedy i polutantu). Na obrazku 1 je zndzorné€no chovani lipofilnich
mikroorganismtl, biosurfaktantu a nepolarni latky ve vodném prostiedi.

Produkce
surfaktantu
mikroorganismem

O Emulzifikace '

O O (s micela
O nepolarni latky Metabolické

O o zuzitkovani l

surfaktant

Obr. 1 Zjednodu$eny kli¢ovy sled procest spojenych s Zivotem v piitomnosti nepolarni 1atky.



Inovativni sanacni technologie 2011

2.1 Lipofilni mikroorganismy

Pti hlubsim proniknuti do problematiky zase neni obsah piedeslych odstavct tolik prekvapivy.
Lipidy obecné, konkrétné zivoCisné nebo rostlinné tuky, jsou vitanym substratem pro fadu
mikroorganismtl, které ho rozkladaji za ucelem ziskani zdroje uhliku a energie. V potravinafstvi se
tyto aktivity projevuji jako biologické znehodnoceni nékterych typu potravin. Vedle bakterii, které
disponuji schopnosti vyuzivat nepolarni substraty, popi. v nich existovat, se lze setkat i s eukaryotnimi
mikroorganismy — splisnémi a zejména s kvasinkami. Metabolismus téchto mikroorganismi se
v aerobnim rezimu opira o tzv. beta oxidaci, coz je proces postupné degradace uhlovodikového fetézce
zalozeny na enzymovém ataku konce molekuly oxidaénim zplsobem. Z energetického hlediska se
jedna o velmi vyhodny zpusob ziskavani energie i stavebnich komponent. V anaerobnim prostiedi je
mechanismus odlisny a ne tolik energeticky vyhodny, nicméné nelze zpochybnit, ze by za anaerobnich
podminek degradace nepolédrnich substratd neprobihala, naopak. Velmi zjednodusené se jedna o
enzymové podpotenou inkorporaci fumarové kyseliny do uhlovodikového fetézce a nasledné zapojeni
do modifikovanych forem beta oxidace v bunétném prostiedi [Townsend]. Pfitomnost fazového
rozhrani mezi polarnim a nepolarnim systémem je limitem pro takovou distribuci kysliku, o niz by
bylo moZné tvrdit, Ze se jedna o aerobni prostiedi, spiSe tomuto uspoiadani nalezi oznaCeni anoxicky
systém. Principialné jsou oba hlavni metabolické rezimy znazornény na obrazku 2. V nasledujicich
dvou odstavcich jsou uvedeny formou seznamu bakteridlni a houbové rody, které v uplynulé dobé
byly evidovany jako schopné Zivota v prosttedi obsahujicich nepolarni latky.
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Obr. 2 Aerobni (vlevo) a anaerobni mikrobialni metabolismus nepolarnich latek. V anaerobnim
rezimu je kli¢ova role fumarové kyseliny. (upraveno podle www.metamicrobe.com)

lipofilni bakterie

Actinobacteria, Arthrobacter, Brevibacterium, Brachybacterium, Dietzia, Cellulomonas, Janibacter,
Mycobacterium, Corynebacterium, Gordonia, Nocardia, Flavobacteria, Chryseobacterium, Yeosuana,
Thermus, Petrotoga, Bacillus, Geobacillus, Staphylococcus, Sphingomonas, Sphingobium,
Paracoccus, Stappia, Roseobacter, Thalassospira, Tistrella, Ochrobactrum, Achromobacrer,
Acidovorax, Burkholderia,  Azoarcus, Desulfobacterium,  Pseudomonas, = Marinobacter,
Pseudoalteromonas,  Pasteurella, Shewanella, Acinetobacter, = Halomonas, Alcanivorax,
Thalassolituus, Oleispira, Neptunomonas, Oleiphilus, Rhodanobacter, Xanthomonas

lipofilni kvasinky, kvasinkovité mikroorganismy a plisné

Ascomycota, Helminthosporium, Aureobasidium, Candida, Hansenula, Debaryomyces, Yarrowia,
Lipomyces, Geotrichum, Trichoderma, Fusarium, Dendryphiella, Cladosporium, Corollospora,
Lulworthia, Aspergillus, Rhodotorula, Trichosporon, Phanerochaete, Pleurotus, Mortierella,
Cunninghamella, Mucor
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2.2 Rozklad ropnych latek biologickou cestou a technologicka reSeni

Je ziejmé, Ze obdobné¢ jako v ptipadé jinych bioremediacich existuje rozklad aerobni a rozklad
probihajici za podminek anoxickych. Oba dva mechanismy se uplatiiuji jak v procesech piirozené
atenuace, tak v inZenyrskych aplikacich — in situ zakrocich koncipovanych pfimo na lokalitach
zatizenych ropnym znecisténim, tak ex situ technologiemi, kdy je kontaminovand matrice Zivotniho
prostiedi zpracovavana mimo postizenou lokalitu.

2.2.1 Aerobni biodegradace

Tento rezim transformace ropnych latek vykazuje nejvice analogickych znakd s
metabolismem tukd a lipidd. Principem je sekven¢ni oxidace redukované formy (ropné uhlovodiky)
prostiednictvim specifickych oxidas (enzymi katalyzujicich konkrétni oxidaéni krok) pies alkohol,
aldehyd a kyselinu, ktera se nasledné v ramci hlavniho metabolismu zapojuje do tzv. Krebsova cyklu
(stéZejni bunécny cyklus katabolického metabolismu). Tento popsany proces pouZziva zazité oznaceni
beta oxidace z divodu, ze tim atomem uhliku, jenz je transformovéan, je druhy v pofadi od funk¢ni
skupiny. Tato terminologie je odvozena z oxidace mastnych kyselin, které jsou vedle glycerolu
klicovou komponentou tukli a vykazuji diky svym dlouhym uhlovodikovym fetézclim nejvetsi
paralelu s fetézci ropnych uhlovodikd.

2.2.2 Anaerobni oxidace

Z energetické bilance vyplyva, Ze anaerobni metabolismus je v porovnani s metabolismem
aerobnim méné vyhodnym zpisobem, organismus ziska v absolutnim vyjadfeni 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 ptrepnout svou latkovou vyménu do rezimu anoxického (napi. kvasinky).
Anaerobni mikroorganismy jsou odkazané vyhradné na zisky vyplyvajici z jim ontogeneticky daného
mechanismu, ktery maji ve svém portfoliu metabolickych nastrojii. 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 pfipad¢é uhlovodikti ropného plivodu je mozny i anaerobni radikéalovy
mechanismus; v tomto piipad¢ musi mikroorganismus disponovat vhodnymi nastroji, jez ho ochranuji
pted vyrazné toxi¢téjsimi radikalovymi meziprodukty.

3 Experimentalni ramec

Spole¢nost EPS, s.r.o. izolovala v roce 2005 kvasinkovy taxon Yarrowia lipolytica z faze
ropné kontaminace v laguné dehti v Litvinové [Mike§]. Potvrdily se poznatky ziskané studiem
prirozené¢ho osidleni trvale exponovanych lokalit ropou (ropna pole), kdy bylo zjisténo, Ze vyrazné
prevladajicim typem mikrobialniho osidleni jsou pravé kvasinkové mikroorganismy. Pro¢ dominuje
eukaryotnich mikroorganismi? Ukazuje se, ze odpovédi na tyto otazky je pravé propracovanéjsi
schopnost fizeni produkce klicové latky, ktera umoznuje pieklenuti fazového rozhrani a zajistuje
mechanismy umoznujici zit v takovychto podminkach — tedy unikétni biologické molekuly latek
s povrchovou aktivitou [Ollivier]. Recentni studie je klasifikuji jako skupinu tzv. soforolipidd
[Daverey], tedy surfaktanti s piitomnosti latek na bazi lipida v jejich molekule. V ramci feSeni
vyzkumného projektu, jehoz cilem je zdokonalit produkci a technické uchopeni vySe nalrtnutych
principit do podoby technologie eliminace kontaminaci zptsobenych uhlovodiky ropného ptvodu,
byly v prvnim roce feSeni provedeny experimenty za Géelem postihnout schopnost Zivota téchto
mikroorganismii v prostiedi ropné faze. V systému 1:1 (objemové) minerélni médium BSM a ropa
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kvantifikovat ho. K vySetfeni téchto schopnosti se pouzily konvenéni metody stanoveni poétu
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mikroorganisml na agarovém médiu piipraveném ze ztuzeného mineralniho média s ptidavkem 0,1
g/l yeast nitrogen base (YNB), coZ pfedstavuje kvasinkami vyZadovany a snadno vyuZitelny zdroj
dusiku pro pieklenuti ptipadnych adaptacnich problémut spojenych se zménou kultiva¢niho rezimu a
systému (bafika — ztuzend agarova puda). Experiment trval 7 dni za laboratornich podminek a po
zastaveni tfepani na rotaéni tiepacce (120 rpm) a ustaveni fazové rovnovahy byl analyzovéan podil
mikroorganismii ve vodné a v nepolarni fazi. Na obrazku 3 je znazornéno ¢iselné zastoupeni populaci
studovanych kvasinkovych taxoni ve vySe pospaném systému.

osidleni podil v podil ve
faze v nepoldrni vodné fazi
taxon cfu/ml fazi v% v%

Geotrichum candidum 1.4.10° 44 % 56 %
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Debaryomyces hansenii 1,1.10° [ 48 %
Lipomyces starkei g 50 i [ 49 %
Yarrowia lipolytica 4,3.10° ‘ 36 %

N

Candida utilis 1,8.10° 54 % 46 %

Rhodotorula mucilaginosa 7,5.10% [ 63 %

Obr. 3 Distribuce studovanych kvasinek mezi vodnym a nepolarnim prostiedim.
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Z vysledkt, které predstavuji primér 3 nezavisle provedenych experimentd, lze velmi dobie
usuzovat na schopnosti studovanych kvasinkovych mikroorganismii produkovat dostatecna mnozstvi
riznych typt biologicky aktivnich latek (surfaktantil), diky nimz je pro n¢ mozné jako jediny zdroj
uhliku a energie vyuzivat ropnou latku. Ttfepani systému zajistilo aerobni rezim metabolismu a
vyrazn€ lepsi distribuci hmotovych tokti v modelovém uspotadani (substrat, voda, mikroorganismus).
Je tedy otazkou, do jaké miry se zmény projevi, piiblizi-li se uspofaddani redlnym podminkam.
Nicméné s ohledem na moZnost metabolickych alternaci v podobé fermentujiciho charakteru
metabolismu, by omezeni v dodavce kysliku neméla byt fatalni. Experimentalné vyzkum spéje do
roviny zaméfeni pozornosti na kvantifikaci a charakterizaci konkrétnich surfaktantti pro bioremediacni
ucely.

3 Zaver

Jakékoliv poznani v oblasti mikrobialniho Zivota v nepolarni fazi je nesmirné cenné jak
z hlediska technické ochrany zivotniho prostiedi, tak I v primyslovych aplikacich (terciarni dotézba
ropnych latek — zde je otazkou ptipadna mira znehodnoceni ropy jako suroviny piidavkem mikrobidlni
produkce povrchové aktivni latky) a taky prevence v hleddni vhodnych inhibitort, jak
mikroorganismim zabranit v rop& a jejich produktech Zit a tim eliminovat biologickou korozi
produktovodi a rezervoarti a znehodnoceni pohonnych hmot.
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