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Anaerobni mikrobiologické techniky

pro bioremediacni aplikace

Mikroorganismy, které dovedou proméiovat litky nebezpecéné pro
Zivotni prostredi v takové slouceniny, jejichZ rizikovost je vyrazné nizsi,
v mnoha pripadech nesnaseji vzduch, zejména kyslik. Jedna se o tzv. an-
aerobni mikroorganismy. Tato jejich vlastnost musi byt zdkonité zohled-

néna pii jakékoliv praci s nimi, at jiZ se jednd o prostou analyzu jejich
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piitomnosti ve vzorku, ale piedev§im o objektivni zjisténi jejich funkdé-
nich schopnosti, izolaci, konzervaci a optimalizace technologickych para-
metrd. Prace s nimi proto musi byt provadéna v anaerobnim boxu.

Anaerobni box miZeme nejjednoduseji
charakterizovat jako box opatfeny vstu-
pem pro ruce operdtora (mikrobiologa),
prihlednou sténou, osvétlenim, ale pie-
devsim systémem, ktery dokéze z vnitini
¢asti odsat vzduch s kyslikem a nahradit
ho inertnim plynem (napf. dusikem, ale
Casto konkrétni smési plyni). Pro potie-
by vlastni prace musi existovat moZnost

trice izoluji mikroorganismy, které jsou
kultivovatelné za podminek technické
mikrobiologie na ztuZenych kultivaénich
pidach v podobé agard, ale také v kapal-
nych kultivacnich médiich, z nichZ byl
odstranén kyslik.

Vysledkem téchto praci byva zdkladni
kvantifikace mikrobidlniho osidleni, jeho
izolace na konkrétni taxonomické jed-

Obrdzek: Anaerobni box a prdace v ném ve vyzkumnych laboratorich EPS, s. r. o.

vstupu do zafizeni tzv. pfestupovou ko-
morou (na obrdzku prava ¢ast boxu), jiz
mohou byt vzorek, nadobi, pomicky
a pracovni roztoky pfeneseny dovnitf.
Skéla praci, jeZ je v anaerobnim boxu
mozné provadét, je Siroka. Do uréité
miry lze tvrdit, Ze jakakoliv operace pro-
vadénd s aerobnimi mikroorganismy, je
pfizplsobitelnd pro podminky anaerob-
ni. V prvé fadé€ se jednd o zdkladni ope-
race, kdy se ze vzorku pochézejiciho
z pldy, sedimentu nebo jiného typu ma-
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notky (mikrobidlni kmeny) a vznik tzv.
technicky cistych kultur, tedy kultur,
jejichz zékladem je izolovand, dostatedné
vzdéalend a dobie ohranifend mikrobidlni
kolonie. Tento biologicky materidl je
nasledné mozné umistit do nadobek
s anaerobnimi podminkami a po spolehli-
v& t€sném uzavieni obdrZet vzorky biolo-
gickych Ciniteldl z analyzovanych vzork.

Timto ovSem okruh praci, jeZ je v ana-
erobnim boxu mozZné provadét, nekonéi.
Velice dilezité pro technologické aplika-

ce neni ani tak identifikovani, o jaky rod,
druh a jiné taxonomické zatazeni v kon-
krétnim pfipadu jde, ale pfedev§im ana-
lyza funkcnich schopnosti. Rozumi se ji
predevsim zarazeni z hlediska preferova-
ného termindlniho akceptoru elektronti
(dusi¢nany, sirany, oxid uhlidity, kovy
apod.), kterd v sob& nese zasadni infor-
maci pro koncepci piipadného technolo-
gického opatfeni. V této fazi prace v ana-
erobnim boxu rovnéZ umoziiuje provést
zjiSténi koncentrac¢nich limitt metabolic-
ky vyznamnych latek pro izolované
kmeny.

Diky promyslené a ovétené technice je
mozné vyuzit mikrokultivacnich zafizeni
se zabudovanymi readry, které za defino-
vanych podminek poskytnou profil risto-
vé kinetiky oznacovany ristovou kiiv-
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kou. V ramci t&chto experimenti se miize
modulovat nejenom koncentrace substra-
tu, terminalniho akceptoru, ale také pod-
purnych nebo na druhou stranu inhibic-
nich latek, s nimiZ se testovany mikroor-
ganismus v prostiedi miZe setkat.

Jako konkrétni piiklady mohou byt
uvedeny povrchové aktivni latky, ionty
toxickych prvkia, piipadné jiné mikroor-
ganismy v ramci ekologické studie. Kli-
Cem k uspé8né realizaci téchto zkouSek
neni mikrokultiva¢ni za¥izeni s anaerob-
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ni atmosférou, ale schopnost dokonale
utésnit mikrotitraéni desti¢ku.

Stejné tak muZe anaerobni box umoZnit
analyzu na mikrotitraénich desti¢kach se
spektrem diagnosticky zvolenych substra-
ti pro poskytnuti uceleného profilu
o schopnostech testovaného kmene vyu-
Zivat nebo nevyuZivat konkrétni latky
v rdmci svého metabolismu. Ve vétSich
objemech (fddové do 1 — 2 litrl) mohou
byt provedeny anaerobni kultivace vsad-
kového typu tak, Ze spliiuji veskeré naro-
ky, které dany mikroorganismus vyZaduje
k tomu, aby reprodukoval svoje buiiky do
pozadovaného mnozZstvi biomasy.

Zcela specifickym typem analyz anae-
robnich mikroorganismu je jejich bioa-
nalyticky rozbor. Céste¢né jiz byly zmi-
nény v pfedchézejicim odstavci v textu
o biochemickych zkouSkach. Na tomto
misté je vSak zamysleno pfedevsim spo-
jeni anaerobni mikrobiologie s mikro-
skopickymi technikami a jejich funkéni-
mi analyzami, které se opiraji o principy
fluorescen¢ni mikroskopie.

Ze vsech vzorkl kultivovatelnych mi-
kroorganismii izolovanych z matric Zi-
votniho prostfedi za anaerobnich podmi-
nek mohou byt potfizeny fotografie z mi-
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kroskopu. Nadstavbou k t&€mto techni-
kém jsou fotodokumenta¢ni vystupy,
které zndzoriiuji analyzované mikroorga-
nismy z hlediska svych fyziologickych
a metabolickych projevi.

Jako konkrétni ptiklad je mozné uvést
aplikaci fluorescencénich sond, které cha-
rakterizuji zkoumané buiiky mikroorga-
nismi z hlediska jejich vitality a viabili-
ty. Jedna se o unikétni aplikaci kit /i-
ve/dead staining (LDS) za Gelem zjiste-
ni rozmanitych vlivl latek a parametri
prostiedi na fyziologicky stav.

V ramci anaerobni mikrobiologie pied-
stavuje nejcennéj§i vystup pro aplikacni
sféru test senzitivity vici expozici vzdu-
chem, ktery je moZné technikou LDS
velmi pfesvédéivé zdokumentovat ve sle-
dovanych intervalech pomoci fizené
expozice. Technologicky vyznam t&chto
zkouSek je nezastupitelny z hlediska hle-
dani odpovédi, do jaké miry je nutné
koncipovat technologické feSeni pravé
z hlediska moZnosti styku biologického
Cinitele se vzduchem.

Jinym okruhem zkouSek jsou FISH tes-
ty provadéné na anaerobnich izolatech.
Tzv. fluorescenéni in situ hybridizace je
pomérné robustnim analytickym aparé-

tem, diky kterému mohou byt potvrzeny
nebo vyvriceny hypotézy o moznych
metabolickych schopnostech, napf. cileni
pozornosti na denitrifikujici mikroorga-
nismy.

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze piirozené
biogeochemické cykly jsou hnacim mo-
torem kolobéhu hmoty na Zemi, piedsta-
vuje potencidl anaerobné respirujicich
bakterii obrovsky rejstfik néstrojii pro
zefektivnéni levné cesty docisténi konta-
minovanych lokalit. Sila denitrifikac-
nich, sirany redukujicich nebo methano-
gennich konsorcii se nepravem piehlizi
a vénuje se ji nedostatek pozornosti.

Fakt, Ze anaerobni procesy jsou vyko-
nové slabsi, vSak v Zddném piipadé
nebréni hledédni cest procesni intenzifi-
kace, kterd vSak neni moZn4, pokud neni
znama podstata mikrobidlniho osidleni
daného systému kontaminovaného pro-
stfedi a jeji funkéni schopnosti doloZené
na presvédcivych a objektivnich dika-
zech.

Juraj Grigel, Miroslav Minafik
EPS, s. r. o.
miroslav.minarik@epssro.cz
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hodnotami redoxniho potencidlu pro Siroké spektrum biotechnologickych aplikaci

anaerobnich biologickych E&initeld:

e Zpracovdni vzorkt horninového prostfedi

¢ Zpracovdni vzork( z procest anaerobni digesce

* Pfiprava suspenzi anaerobnich mikroorganismi

* Diagnostika zdkladnich typt funkéniho metabolismu

EPS, s.r.o. nabizi zcela unikdtni soubor sluZzeb v oblasti anaerobni
mikrobiologie, jejich biotechnologickych aplikaci a konzervace

* Optimalizace kultivacnich procest a jejich technickych parametrd

e Pfiprava vzork( pro molekuldrné-biologickou analyzu
Konzervace vhodnych biologickych Einitelt

Komu jsou tyto sluzby urceny:

*  VWysokym skolam a vyzkumnym organizacim (nap¥. formou spolecnych projektt vyzkumu, vyvoje a inovaci)

* komercnim subjektim z oblasti environmentdlniho servisu
* potravindrskym firmdm (fermentacni procesy)
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