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Biosurfaktanty

MODERN{ STIMULACGNI CINIDLA PRIROZENYCH BIODEGRADACNICH PROCESU

Horninové prostiedi znedisténé latkami omezené misitelnymi s vodou
(ropné uhlovodiky, chlorované uhlovodiky, ftalaty, PAU a dalsi) predsta-
vuje specificky systém jak z hlediska biologickych ¢initeld, tak technolo-
gickych opatfeni i rizik, kterd z n¢ho vyplyvaji vaéi lidskému zdravi

i ekosystému.

P¥i navrhu sana¢nich opatieni je vhod-
né uplatnit vice metod (nejlépe kombinaci
fyzikalné-chemickych s biologickymi),
aby byl dekontaminacni efekt trvaly. Od
uréitych koncentraci kontaminantu, jehoZ
ptivodni mnoZstvi bylo nej¢astéji snizeno
aplikaci metod na bazi pump and treat
nebo piirozenou mobilitou slozek konta-
mina&niho mraku, popf. jejich kombinaci,
vznikaji podminky uplatnéni pfirozenych
mikrobidlnich spoledenstev vybavenych
biodegradadnimi mechanismy.

Biostimulace

Samotnd piirozenad atenuace by vSak
jako feSeni daného problému v drtivé
vét§ing pfipadt trvala dlouho. Z t&chto
diivodd se Casto technické feSeni opird
o proces biostimulace, coZ znamena
aktivni ovlivnéni nejenom chemismu
prostiedi ve prospéch biodegradacni
mikrofléry. Biostimulace byvé nejcastéji
vnimana jako aplikace technickych pre-
parétil hnojiv, jimiZ je podpofena dodav-
ka zdrojii dusiku a fosforu pévodnim
mikroorganismiim adaptovanym na pod-
minky pfitomného selekéniho tlaku kon-
taminantu.

Biostimulace v§ak miZze mit i jinou
podobu. Jejim uplatnénim lze upravovat
pfirozené podminky tak, aby byl konta-
minant biologicky dosazitelny (mobili-
zace z horninového prostfedi pomoci
emulzifikace) a dostupny (metabolicky
vyuZzitelny mikroorganismy biodegra-
daénimi procesy).

Rozifenym stimulaénim zdkrokem je
aplikovani malych mnoZstvi synteticky
vyrabénych latek s povrchovou aktivitou
— surfaktant, tj. latek, které ve své
molekule maji polarni i nepoldrni Cast.
7 ekotoxického hlediska se vSak synte-
ticky vyrab&né surfaktanty povaZuji za
latky s vyS$si perzistenci, se schopnosti
pfezivat v prostfedi a mimo jiné pusobit
negativné na jinou biotu v zévislosti na
déavce.

Biosurfaktanty
Alternativnim feSenim se ukazuje byt

aplikace biologickych surfaktantd, pfi-
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rodnich latek, jeZ produkuji rizné orga-
nismy bud v rdmci své strategie preZit
a vybudovat si konkuren¢ni vyhodu (in-
hibi¢ni efekt na jinou formu bioty) ane-
bo piimo z diivodi piekondni fazového
rozhrani s cilem produkovat mikromice-
ly pro usnadnéni transportu nepoldrnich
latek v ramci piekondvani bunécnych
membran nebo jejich zpfistupnéni extra-
celularnimu enzymovému ataku.

V ramci uvazovaného vyuZiti biologic-
kych surfaktanti na kontaminovanych
lokalitach se nabizeji dv& moZnosti apli-
kace. Prvni je ndhrada dostupnych synte-
tickych surfaktanti vyuZivanych jako
&inidla pro promyvani zemin nebo jako

biotechnologie

Zakéazkovy vyvoj inovativnich technologii
Provoz vyzkumnych laboratofi
Odstrafiovani starych ekologickych zatézi
Nizkonakladové aplikace biotechnologii a ISCO
Provoz dekontaminacnich ploch
Priizkumy, analyzy rizika
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soudast jinych roztoki ur¢enych k zasa-
kovéani a nasledné dekontaminaci, kdy
slouZi jako podpirné Einidlo pro uvolné-
ni (nejdast&ji ropnych latek) kontami-
nantll z matrice.

Takové pouZiti ma své vyhody, jako je
jasné ddvkovani, snadnd pfiprava promy-
vacich roztokd, skladovatelnost a podob-
n&. Na druhou stranu je tato cesta i po

snahach o co nejv&tsi minimalizaci na-
kladt stile ekonomicky pomérné naroc-
nd, zejména kvili nakladiim na extrakci
a purifikaci vysledného produktu.

Alternativou je proto pouZiti celého
vystupu produkéni kultivace — tedy kul-
tiva¢niho média s vyprodukovanym bio-
logickym surfaktantem a biomasou pro-
dukéniho kvasinkového kmene. Vyho-
dou takového usporfadani je kombinace
solubiliza¢niho efektu biologického sur-
faktantu s podporou pfirozenych biode-
gradagnich procesit a dodévkou biolo-
gického Cinitele, v tomto piipad€ lipofil-
ni kvasinku Yarrowia lipolytica nebo
Candida bombicola.

Oba kvasinkové kmeny jsou schopné
vyuzit a nésledné degradovat Siroké
spektrum nepoldrnich kontaminanti,
zejména ropnych latek.

Na druhou stranu je nutné vyfesit kul-
tivaci pfimo na mist¢ pfipadné aplikace,
zejména pak zajisténi vech podminek
pro riist kvasinek a produkci poZadova-
nych latek a sterilitu.

Promyvaci média aplikovana v podobé
kultivadniho média s vyprodukovanym
biologickym surfaktantem a biomasou
produkéniho kvasinkového kmene jsou
dale v textu oznadovéana jako YM (Yarro-
wia lipolytica, médium) a CM (Candida
bombicola, médium). Biosurfaktanty
izolované z kultivace téchto dvou kva-
sinkovych byly nazvany YAR (produkce
Yarrowia lipolytica) a CAN (produkce
Candida bombicola).

Zkousky provadéné na umélych i redl-
nych matricich v systémech, jimiZ se sle-
duje priibéh vlastnich vnitfnich bioreme-
diagnich procesi, tzv. intrinsic bioreme-
diation, poodhaluji pozitivni efekt na
rozkladné procesy. Mezi tyto metody
patii napf. ureni po¢tu mikroorganismi
(optimélng jejich narist po aplikaci bio-
stimuladniho preparétu), respiraéni akti-
vita (produkce CO, doklddajici metabo-
lickou aktivitu ptitomné padni mikrofl6-
ry), fluorescenéni analyza podilu Zivych
a mrtvych bungk (urCeni redlného
zastoupeni Zivotaschopnych mikroorga-
nisméi ve vzorku), dbytek akceptorl
elektrontt (diikaz metabolické aktivity
mikroorganismi), stanoveni dehydroge-
nazové aktivity (DHA, ekotoxikologicky
test urujici miru oZiveni pud a jejich
mikrobialni aktivity, dehydrogendzy jsou
esencidlnimi slozkami enzymatického
aparatu mikroorganismu).
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Graf 1: Ukdzka promyvani biologickymi surfaktanty: koncentrace naftalenu v promyvacim
roztoku v systému modelovd zemina kontaminovand naftalenem; izolovany surfaktant YAR
(koncentrace 1000 mg/1), promyvaci médium (s biomasou) YM a blank (destilovand voda)

30 -
m0

N
(¢}

N
o

Koncentrace TPF (mg/l)
> o

mYAR

2YM = CAN uCM

3 Z4

Typ zeminy

Graf 2: Test dehydrogendzové aktivity s izolovanymi biosurfaktanty YAR, CAN, produkénimi
médii YM a CM v riznych typech zemin (Z1 = béind zemina, Z2 = jilovity stérk, Z3 = jilovity

pisek, Z4 = pisek)

Vyzkumny projekt

Spolecnost EPS, s. r. 0. v rdmci pro-
jektu ALFA TA CR v soudasné dobg fesi
problematiku  produkce biologickych
surfaktantl lipofilnimi kmeny kvasinek.
Na zéklad€ laboratornich testd byly vyti-
povany produkéni kmeny kvasinek, na
nichZ byla nésledné testovdna optimalni
skladba kultiva¢niho média i nastaveni
kultivaénich podminek s ohledem na
produkci biosurfaktanti a na provozni
mozZnosti v rdmci biotechnologického
postupu. Ve spoluprici s VSCHT Praha
pak byla vyvinuta metodika pro separaci
a purifikaci téchto litek z produkéniho
média pro dal§i analyzy a byla ovéfena

jejich schopnost mobilizovat a solubili-
zovat nepolarni kontaminanty (ropné
uhlovodiky, polyaromaty, pesticidy) jak
ve vodnych roztocich, tak v zeminach.
Na grafu 1 je znazornén priib&h kolono-
vého promyvani modelové zeminy kon-
taminované naftalenem promyvané roz-
tokem izolovaného biosurfaktantu z kul-
tivace Yarrowia lipolytica (YAR), pro-
myvacim médiem obsahujicim vyprodu-
kované biosurfaktanty i biomasu téZe
kvasinky (YM) a porovnani se slepym
pokusem (blank — promyvani bylo reali-
zovano pouze s destilovanou vodou).
Béhem slepého experimentu doglo k &4s-
te¢nému promyti modelové zeminy,

ovSem tucinnost promyvani dosdhla pou-
ze 32 % oproti 99,5 % v piipad€ pouZiti
promyvacich roztokti s obsahem biosur-
faktantd.

Zaroven s testovanim solubilizadnich
vlastnosti biosurfaktantd byl pomoci
kombinace standardnich metod pro sle-
dovani bioremediace (vySe) experimen-
taln& ovéien biostimulacni efekt t&chto
latek na mikrofl6ru testovanych zemin.

Konkrétnim piikladem je test DHA
v riznych typech zemin s rliznym pa-
vodnim mikrobidlnim osidlenim (graf 2).
Prvni typ zeminy (Z1) byla hlina s b&z-
nym mikrobidlnim osidlenim, druhy typ
zeminy (Z2) byl jilovity $térk z lokality
kontaminované leteckym petrolejem s niz-
kym mikrobidlnim osidlenim. Zbylé dv&
matrice (Z3 a Z4) reprezentuji pis&ité
materidly s minimalnim mikrobidlnim
ozZivenim.

V' zeminich, kde byly zastoupeny
pivodni mikroorganismy pied aplikaci
promyvaciho roztoku s biosurfaktantem
(0) doslo ke zvySeni dehydrogendzové
aktivity po aplikaci promyvacich rozto-
ki vSech biosurfaktantii (v kontrolnich
zemindch bez ptivodniho oZiveni ke zvy-
Senf DHA nedoslo) a byl tak prokazan
stimulacni efekt biologickych surfaktan-
t jak v podobé izolovanych produkti ve
vodném roztoku (YAR a CAN)), tak suro-
vych médii s kvasinkovou biomasou
(YM a CM).

Biotechnologickou cestou lze tedy
vyprodukovat smési ptivodnich kultivag-
nich médii s obsahem vyprodukovaného
biosurfaktantu. Tim vznikd pomé&rn& uni-
kéatni moZnost dosazeni océekavaného
ucinku aplikaci povrchové aktivni latky
z hlediska pfekondni vySe popsanych
typll problému, ale zaroveil se do pro-
stfedi dostdva latka, kterd je mnohem
snaze odbouratelnd a pfirozené rozlozi-
telnd jinymi metabolickymi procesy.
Ukazuje se, Ze nejenom biomasa, ale
i zuZitkovéni kultivaéniho média v sob&
skryvaji v piipadé pouZiti producenti
biologickych surfaktantd strategii uplat-
nitelnou v rdmci technické ochrany
Zivotniho prostiedi.

Podekovdni

Tyto vysledky byly realizovdny za fi-
nancni podpory prostredkii stdtniho roz-
poctu Ceské republiky v rdamci projektu
¢. TA01020482 programu ALFA Techno-
logické agentury Ceské republiky.
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