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Abstrakt

Prispévek se tyka popisu solubilizanich viastnosti biosurfaktantu produkovaného kvasinkou
Yarrowia lipolytica. Tento biosurfaktant byl izolovan z produkéniho média extrakci do etylacetatu.
Modelové solubilizacni testy prokazaly solubilizaci hexachlorcyklohexanu v roztoku biosurfaktantu
o koncentraci ¢ = 100 — 500 mg/l s prakticky konstantnim hmotnostnim solubilizacnim pomérem
13,5 mg/g. V daném koncentracnim rozmezi do$lo k nardstu rozpustnosti HCH o priblizné 100%. Dale
bylo testovano sanacni promyvani tfi typt zemin s rozdilnym obsahem organického uhliku uméle
kontaminovanych technickym HCH. Promyvaci roztok obsahoval 1000 mg/l biosurfaktantu. Pro v8echny
zeminy byl stanoven ucinny hmotnostni pomér biosurfaktant/zemina nad 25 g/kg v dusledku sorpce
biosurfaktantu na zeminu.
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Uvod

Biosurfaktanty zahrnuji Sirokou skupinu latek pfevazné z fad glykolipidl, lipopeptida, fosfolipidd,
mastnych kyselin a dalSich latek lipidové povahy produkovanych Fadou mikroorganismui, napft.
bakteriemi nebo kvasinkami (Rahman, 2008).

Pokud jsou biosurfaktanty testovany pro sanacni aplikaci, jedna se vétSinou o rhamnolipidy
produkované bakteriemi. Jako pfiklad |Ize uvést solubilizaéni testy v modelovém systému, kde zastupce
nepolarnich latek tvofily toluen, etylbenzen a butylbenzen (McGray, 2001) nebo testy solubilizace
ropnych latek (Lai, 2009). V prvnim pfipadé se jednalo pouze o modelové testy roztoku biosurfaktantu
s nepolarni latkou, ve druhém pfipadé byl sledovan i vliv horninového prostfedi. Na solubiliza¢ni
vlastnosti biosurfaktantd ma vyznamny vliv sloZzeni a hodnota pH solubiliza¢niho roztoku. NejlepSich
vlastnosti je dosahovano obvykle pfi neutralni hodnoté pH a pfi nizké koncentraci soli v roztoku
(Abouseoud, 2010). V kombinaci se sanaCnim promyvanim dochazi i ke stimulaci pfirozenych
biodegradacnich procesd, a tim padem k rychlejSimu odstranéni kontaminantl ropného pdvodu ze
zeminy. (Shin, 2006). Také bylo prokazano, Ze pfidavek bakterialniho surfaktantu urychluje odstranéni
hexachlorcyklohexanu z pidy pomoci fytoremediace (Beccera, 2013).

V oblasti pfimé solubilizace chlorovanych uhlovodiku Ize uvést testy solubilizace tetrachloretylenu
pomoci bakteridlniho surfaktantu rhamnolipidu (Clifford, 2007). V dalSi studii byla zkoumana solubilizace
jednotlivych izomer( hexachlorcyklohexanu pomoci bakterialniho surfaktantu produkovaného
Pseudomonas aeruginosa WH-2, nicméné pouze v blizkém okoli jeho kritické micelarni koncentrace
(Sharma, 20009).

V tomto pfispévku je popsana solubilizace technického hexachlorcyklohexanu (HCH) pomoci
roztoku biosurfaktantu produkovaného kvasinkou Yarrowia lipolytica a dale je popsano vsadkové
sanacni promyvani tfi typd zemin kontaminovanych hexachlorcyklohexanem.
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Metodika

Producentem biosurfaktantu (BS) byla kvasinka Yarrowia lipolytica. lzolace a purifikace
biosurfaktantu byla provedena nasledovné. Surové produkéni médium bylo vystaveno pusobeni
ultrazvuku v ultrazvukové lazni PS04000A (NOTUS-POWERSONIC, s. r. 0.) po dobu 15 minut.
Nasledné byl tento roztok pfeveden do délici nalevky a tfikrat extrahovan etylacetatem v objemovém
poméru 3:1. Etylacetat byl odpafen na rotaéni vakuové odparce RVO 64 a produkt promyt hexanem p. a.
(Lach-Ner, s. r. 0.).

Povrchové napéti bylo méfeno pomoci Skolniho tenziometru K6 (Kruss GmbH) Du Noiyho
metodou odtrhovani prstence. Pro méfeni povrchového napéti byl pouzit roztok biosurfaktantu dané
koncentrace o objemu V = 20 ml. Kriticka micelarni koncentrace (KMK) byla stanovena metodou méfeni
povrchového napéti. Minimalni povrchové napéti (MPN) bylo uréeno z grafu zavislosti povrchového
napéti na koncentraci.

Testy solubilizace hexachlorcyklohexanu v modelovém systému voda-biosurfaktant-HCH probihaly
nasledovné. Byla pfipravena solubiliza¢ni fada roztokd biosurfaktantu v koncentraénim rozmezi 0 —
500 mg/l. Dale byla pfipravena fada zabrusovych banék o objemu V = 25 ml, do kterych byl navazen
nadbytek HCH vzhledem k jeho rozpustnosti ve vodé. Do banék byl pfidan solubilizacni roztok a bariky
byly umistény na orbitalni tfepacku a ponechany tfepat 48 hodin rychlosti 100 ot/min. Po 48 hodinach
tfepani se roztoky nechaly sedimentovat po dobu 24 hodin. Poté byla stanovena koncentrace HCH ve
vodné fazi.

Testy sanacniho promyvani v systému voda-biosurfaktant-HCH-zemina probihaly nasledovné.
Byly vybrany tfi typy zemin s rozdilnym obsahem organického uhliku (A — jil z potoka, B — pisek a C —
zemina z pole). Tyto zeminy byly uméle kontaminovany prebytkem HCH vzhledem k jeho rozpustnosti
ve vodé. Poté byla pfipravena fada zabrusovych banék o objemu V = 25 ml s odvazenou zeminou
o hmotnosti m = 0,1 — 5 g. Do banék bylo pfidano 25 ml roztoku biosurfaktantu o koncentraci ¢ (BS) =
1000 mg/l a banky byly umistény na orbitalni tfepacku a ponechany tiepat 48 hodin rychlosti 100 ot/min.
Po 48 hodinach tfepani se roztoky nechaly sedimentovat po dobu 24 hodin. Poté byla stanovena
koncentrace HCH ve vodné fazi.

Pro testy byl pouzit technicky HCH, ktery je smési izomerQ — alfa (pfiblizné 65 — 70 %), beta (6 —
8 %), gama (12 — 15 %), delta (2 — 5 %), ostatni isomery tvofi pfiblizné 5 — 10 %. Ve vzorcich byl
stanoven celkovy obsah vSech izomerl jako koncentrace HCH podle nasledujiciho postupu. Roztok
s rozpusténym (nebo solubilizovanym) HCH o objemu V = 10 ml byl odpipetovan do zabrusové barky
oobjemu V = 25 ml. Po pfidani 5 ml hexanu se roztok extrahoval intenzivnim tfepanim po dobu
15 minut. Po oddéleni fazi se stanovila koncentrace HCH v organickém extraktu, ktera se pfepoditala na
koncentraci HCH ve vodé (roztoku surfaktantu). Pro stanoveni HCH byl pouzit plynovy chromatograf HP
5890 vybaveny kapilarni kolonou HP — 5MS (délka 60 metrll, stacionarni faze 5 % diphenyl a 95 %
dimethylsiloxan) a detektorem elektronového zachytu.

Vysledky

Kriticka micelarni koncentrace (KMK) produkovaného biosurfaktantu byla stanovena z praseciku
regresnich pfimek danych rovnicemi: y = -1,294x +72,46 a y = -0,103x + 58,33. Minimalni povrchové
napéti (MPN) bylo ur€eno pro koncentracni rozmezi ¢ (BS) =0 — 1000 mg/l. Popis biosurfaktantu je
uveden v nasleduijici tabulce.

Tabulka 1: Charakteristika produkovaného biosurfaktantu.

Producent Kriticka micelarni Minimalni Popis
koncentrace povrchové napéti
(mg/l) (mN/m)
Yarrowia lipolytica 63 42 bily prasek
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Tabulka 2: Charakteristika pouZitych zemin.

Zemina Obsah organického Popis
uhliku (TOC)
(%)
A 1,25 jil z potoka
B 0,1 pisek
C 3,6 zemina z pole

Nasledujici grafy uvadéji vysledky modelovych solubilizacnich testd, ve kterych byl sledovan
systém voda-biosurfaktant-kontaminant a testd, které se tykaly vsadkového promyvani kontaminovanych
zemin v systému voda-biosurfaktant-kontaminant-zemina.
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Obrazek 1: Zavislost koncentrace HCH v modelovém solubiliza¢nim roztoku na koncentraci
biosurfaktantu.
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Obrazek 2: Zavislost koncentrace HCH v promyvacim roztoku o V=25 ml a ¢ (BS) = 1000 mg/I
na hmotnosti promyvané zeminy.
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Diskuse

Biosurfaktant produkovany kvasinkou Yarrowia lipolytica byl uvedenym postupem izolovan
z produkéniho média a byly zkoumany jeho vlastnosti v koncentracnim rozmezi 0 — 1000 mg/l. Jeho
KMK = 63 mg/l, coZ je vyrazné niz8i hodnota, nez uvadi ostatni autofi (KMK = 500 mg/l) (Amaral, 2006).
Hodnota minimalni povrchového napéti byla MPN = 42. Amaral uvadi rovnéz tuto hodnotu vyssi,
konkrétné MPN = 50 mN/m. Pro porovnani lze uvést hodnoty KMK a MPN obdobného biosurfaktantu
produkovaného kvasinkou Candida bombicola. Autofi uvadéji hodnoty KMK = 34,15 mg/l a MPN = 59,43
mN/m (Daverey, 2009). V dalSi studii uvadéji autofi hodnoty nizsi, pficemz biosurfaktant byl pfipraven za
stejnych podminek. Konkrétni hodnoty byly KMK = 27,17 mg/l a MPN = 34,18 mN/m (Daverey, 2010).

Produkovany biosurfaktant vykazoval solubilizaéni vlastnosti va¢i HCH pfi nadkritické micelarni
koncentraci. V koncentraénim rozmezi 100 — 500 mg/l doSlo k narlstu rozpustnosti HCH o pfiblizné
100 %. V daném rozmezi byl narlst rozpustnosti linearni, pfiemz hmotnostni solubilizaéni pomér
(pomér hmotnosti solubilizovaného HCH ku hmotnosti surfaktantu v roztoku) byl 13,5 mg/g.

Testy zaméFfené na promyvani zemin kontaminovanych HCH prokazaly, Ze ucinny hmotnostni
pomér biosurfaktant/zemina je pfiblizné 25 g/kg. Pfi sananim promyvani dochazi zaroven k sorpci
biosurfaktantu na zeminu a zaroven k pfechodu kontaminantu (popf. dalSich slozek zeminy) do
promyvaciho roztoku. Pfi vySSich davkach zeminy (pfiblizné nad 2 g zeminy na 25 ml promyvaciho
roztoku) je patrné, Ze dochazi k sorpci prakticky veSkerého biosurfaktantu. Koncentrace HCH
v promyvacim roztoku tak odpovida pfiblizné rozpustnosti HCH v &isté vodé, a to ¢ = 7,3 mg/l (25 °C)
(Mackay, 2006).

Zaver

Biosurfaktant produkovany kvasinkou Yarrowia lipolytica je vhodnym kandidatem pro pouZziti
v oblasti sanacniho promyvani zemin kontaminovanych pesticidy. Modelovymi testy byla prokazana
schopnost biosurfaktantu zvySovat rozpustnost hexachlorcyklohexanu v systému voda-biosurfaktant-
HCH pfimo 0Umérné srostouci koncentraci biosurfaktantu. Hmotnostni solubilizaéni pomér
hexachlorcyklohexan/biosurfaktant byl 13,5 mg/g pro dané koncentraéni rozmezi biosurfaktantu (c = 100
— 500 mg/l).

Z hlediska sana¢niho promyvani byly testovany tfi zeminy s rozdilnym obsahem organického
uhliku, které byly uméle kontaminovany technickym hexachlorcyklohexanem. Pro v8echny zeminy byl

stanoven u&inny hmotnostni pomér biosurfaktant/zemina nad 25 g/kg v dusledku sorpce biosurfaktantu
na zeminu.

Podékovani
Tento pfispévek byl vytvofen s finanéni podporou TA CR, projekt TA01020482.

Literatura

Abouseoud M., Yataghene A., Amrane A., Maachi R. 2010. Effect of pH and salinity on the emulsifying
capacity and naphtalene solubility of a biosurfactant produced by Pseudomonas fluorescens. Journal of
Hazardous Materials 180, pp. 131 — 136

Amaral P.F.F., Silva J.M., Lehocky M., Barros-Timmons A.M.V., Coelho M.A.Z., Marrucho |.M., Coutinho
J.A.P. 2006. Production and characterization of a bioemulsifier from Yarrowia lipolitica. Process
Biochemistry 41, pp. 1894 — 1898

Beccera-Castro C., Kidd P.S., Rodriguez-Garrido B., Monterroso C., Santo-Ucha P., Prieto-Fernandez
A. 2013. Phytoremediation pf hexachlorocyclohexane (HCH)-contaminated soils using Cytitus striatus
and bacterial inoculants in soils with distinct organic matter content. Environmental Pollution 178, pp.
202 - 210

Clifford J.S., loannidis M.A., Legge R.L. 2007. Enhanced aqueous solubilization of tetrachloroethylene
by a rhamnolipid biosurfactant. Journal of Colloid and Interface Science 305, pp. 361 — 365

Patronem tohoto éisla je Ustav chemie ochrany prostiedi Vysoké $koly chemicko-technologické v Praze

WASTE FORUM 2014, éislo 1, strana 18



Marek SIR, Zuzana HONZAJKOVA, Lucie KOCHANKOVA, Kristina TURNVALDOVA, Juraj GRIGEL, Jifi MIKES,
Miroslav MINARIK' PouZziti biosurfaktantu pro sanacni promyvani zemin kontaminovanych pesticidy

Daverey A., Pakshirajan K. 2009. Production, characterization, and properties of sophorolipids from the
yeast Candida bombicola using a low-cost fermentative medium. Applied biochemistry and
biotechnology 158, pp. 663 — 674

Daverey A., Pakshirajan K. 2010. Sophorolipids from Candida bombicola using mixed hydrophilic
substrates: Production, purification and characterization. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 79, pp.
246 — 253

Lai C.C., Huang Y.C. HongWei Y., Chang J.S. 2009. Biosurfactant-enhanced removal of total petroleum
hydrocarbons from contaminated soil. Journal of Hazardous Materials 167, pp. 609 — 614

Mackay D., Shiu W.Y., Ma K.C., Lee S.C. 2006. Handbook of physical-chemical properties and
environmental fate for organic chemicals. Taylor and Francis, Boca Raton

McCray J.E., Bai G., Maier R.M., Brusseau M.L. 2001. Biosurfactant-enhanced solubilization of NAPL
mixtures. Journal of Contaminant Hydrology 48, pp. 45 — 68

Rahman P.K.S.M., Gapke E. 2008. Production, characterisation and application of biosurfactant-review.
Biotechnology 7, pp. 360 — 370

Sharma S., Singh P., Raj M., Chadha B.S., Saini H.S. 2009. Aqueous phase partioning of
hexachlorocyclohexane (HCH) isomers by biosurfactant produced by Pseudomonas aeruginosa WH-2.
Journal of Hazardous Materials 171, pp. 1178 — 1182

Shin K.H., Kim K.W. Ahn Y. 2006. Use of biosurfactant to remediate phenanthrene-contaminated soil by
the combined solubilization-biodegradation process. Journal of Hazardous Materials B137, pp. 1831 —
1837

Use of biosurfactant for washing of soils contaminated by pesticides
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Abstract

This paper deals with solubilization properties of biosurfactant produced by the yeast Yarrowia
lipolytica. Biosurfactant was isolated by extraction into ethylacetate. Solubilization tests demonstrated
that hexachlorocyclohexane solubility in biosurfactant solution at a concentration range of 100 — 500 mg/I
was enhanced by 100%. The mass solubilization ration between hexachlorocyclohexane and
biosurfactant reached 13,5 mg/g. Soil washing of three types of soils with different content of organic
carbon was tested. Soils were artifially contaminated with technical HCH. The washing solution
contained 1000 mg/l of biosurfactant. Effective mass ration of biosurfactant/soil was above 25 g/kg for
tested soils.
Keywords: Biosurfactant, yeast, remediation, soil washing, solubilization, pesticides,
hexachlorocyclohexane
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