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Souhrn

Pro detekci biodegradacnich mikroorganismi se pouzivaji metody zalozené na principu enzymové
aktivity nebo stanoveni celkového poctu mikroorganism(. ProtoZe v prostfedi se nachazi velmi
specifické skupiny mikroorganism( (pomalu rostouci, Zijici pouze ve specifickém spojeni s ostatnimi
mikroorganismy, tzv. Zivé, ale nekultivovatelné bakterie), diverzita komplexnich mikrobialnich
spoleCenstvi byva za pouZiti standardnich kultivaénich metod nevyhnutelné podhodnocena. Proto se pfi
rozborech stale vice praci zamérfuje na metody izolace, charakterizace a identifikace skupin
mikroorganismu bez kultivace, mezi néz patfi také metody na bazi fluorescencni mikroskopie. Spojenim
téchto metod se stavajicimi je mozZné lépe vyhledavat kmeny s biodegradadnimi schopnostmi a
doplriovat tak firemni sbirku o mikroorganismy s vysokym biodegradacnim potencialem.

Uvod

Environmentalni biotechnologie se opird o potfebu poznat biologického C¢initele, byt schopen ho
opatfit (izolace v prostfedi vs. sbirkovy kmen) a sestavit strategii aplikace tak, aby byly spinény hlavni
cile: snizeni koncentrace polutantu v oSetfovaném prostfedi, za minimalizace nakladd a dodrzeni
legislativniho rémce.

K izolaci a identifikaci zadanych mikroorganismu z prostfedi byla vyvinuta fada fenotypovych i
genotypovych metod. Identifikace mikroorganismi pomoci fenotypovych metod je zalozena na vyuziti
vlastnosti mikroorganismu, které jsou ur€eny spoluptisobenim genotypu a prostfedi. Pro izolaci, rodovou
a druhovou identifikaci jsou popsany predevdim metody kultivacni, biochemické a fyziologické (napf.
stanoveni metabolické aktivity Ci intenzity chemickych transformaci). Metody imunologické,
chemotaxonomické, biotypizacni, fagotypizacni aj. lze aplikovat k typizaci izolatu. Jejich pouziti v
mikrobiologii vody je omezené. Genotypové metody (molekularné biologické), které vyuZivaji genetickou
informaci uloZenou v buiice, se pouzivaji stale Castéji. Témito technikami Ize detekovat mikrobialni rody,
druhy i kmeny.

Izolace mikroorganismu s bioremediaénimi schopnostmi

Chemoorganotrofni mikroorganismy vyzaduji pro svij rust zdroj uhliku ve formé organickych
sloucenin. VétSina mikroorganisml disponuje schopnosti utilizovat jednoduché substraty (sacharidy,
bilkoviny, aminokyseliny apod.), naopak jen nékteré skupiny maji k dispozici enzymovy aparat pro

Vhodnym materidlem pro izolaci mikroorganismu s degradac¢nimi schopnostmi jsou pldy, sedimenty
¢i kaly s dlouhodobou pfitomnosti kontaminantll (mista dlouhodobé kontaminované nebo opakované
zatéZované, aktivované kaly z primyslovych a nékterych méstskych COV).

Obvykle se postupuje tak, ze se vzorek kontaminované matrice prenese do tekutého média a
pomnoZzi se. Jedinym C-zdrojem je pfitom stejny kontaminant, jaky se nachazel i v kontaminované
matrici. Poté nasleduje vyneseni mikroorganismu na ztuZené pudy. Uvedeny postup ilustruje obr. 1.
ProtoZe pfi bakterialnim rozkladu latek (napf. uhlovodikd nebo nékterych polymerud) vétSinou klesa pH
prostfedi, byva nékdy uéelné pfi vlastni izolaci na pevnych médiich doplnit slozeni média o indikator pH
a tak zvyraznit kolonie, schopné rozkladu. Na obr. 2 je vidét kmen izolovany z matrice kontaminované
MTBE. Druhou moznosti je rozfedéni vzorku ve fyziologickém roztoku (nebo pyrofosfore€nanovém
roztoku) a aplikace rovnou na ztuzena média obsahujici kontaminant. Aplikace kontaminantld do
ristovych médii musi respektovat jejich vlastnosti (termostabilita, rozpustnost, tékavost). Nerozpustné
latky mohou byt aplikovany v jemnych krystalcich nebo v suspenzi, t€kavé slouceniny v parach.
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Obr. 1: Schéma izolace mikroorganismu ze vzorku. 1) pfevedeni vzorku pudy vhodného
kultivaéniho média, Ffedéni vzorku, 2) vyneseni vhodného redéni na agar, 3) uchovavani
izolovanych mikroorganismu

Charakterizace mikroorganismu s bioremediaénimi schopnostmi

U izolovanych kmenl se oveéfi rozsah biodegradacni aktivity v prostfedi s riznou koncentraci
kontaminantu (napf. v multikultivaénim zafizeni Bioscreen) a pokud je jejich biodegradacéni potencial
shledan dostatecny, jsou takovéto kmeny ulozeny ve sbirce mikroorganismu nas$i spolec¢nosti. Tato
sbirka slouzi jako zaklad pro vyvoj bioaugmentacnich preparatl na lokality kontaminované ropnymi a
chlorovanymi uhlovodiky, ftalaty, fenoly apod. (in situ realizace, ex situ aplikace).

Rlst bakterialni kultury mizeme rozclenit do nékolika ristovych fazi. Pfipravna faze (lag faze) je
doba, kdy se buriky nedéli a probiha pouze adaptace na nové prostiedi. Délka lag faze je dana
mnozstvim a velikosti zmén, které se buriky musi pfizpUsobit. Dale nasleduje faze zrychleného rustu,
kdy se buriky jiz za€inaji délit postupné se zvySujici se rychlosti a se zkracujici se generacni dobou.
Exponencialni faze (logaritmicka faze) je charakterizovana exponencialnim pfiristkem biomasy a
nejkratsi generaCni dobou. Ve stacionarni fazi je pfirlstek a ubytek bunék v rovnovaze. V posledni fazi,
tj. fazi umirani, po€et bunék klesa a bunky se jiz pfestavaji rozmnozovat. Grafickym znazornénim téchto
procesu je rustova kfivka.

Obr. 2: Detail ztuzeného média izolatu EPS 012, ktery byl izolovan z matrice kontaminované
MTBE

Identifikace mikroorganismu s biodegrada¢nim potencialem

Svételnou mikroskopii Ize vyuzit pro stanoveni celkového poctu mikroorganismu ve vzorku, barvenim
Ize vizualizovat bunétné komponenty a u vitalné barvenych preparatu se daji rozliSit Zivé/mrtvé bunky,



kontrola Cistoty pfipravovaného biopreparatu apod. V oblasti bioremediaCnich technologii nabizi stale
SirsSi uplatnéni fluorescenéni mikroskopie, a to predevsim diky velké rozmanitosti fluorescenénich sond,
které jsou v souCasnosti dostupné na trhu. Pfikladem mohou byt sondy na bazi live and dead staining,
ktera indikuji viabilitu sledovanych mikroorganismd. Funguji v8ak na odliSném principu pfi stanoveni
bakterii a kvasinek a umoznuji stanovit podil kvasinek a bakterii. DalSim uplatnénim je napf. studium
vlivu expozice toxickych latek (polutanti) nebo prostfedi (kyslik x nedostatek kysliku) na
mikroorganismy. Za zminku stoji i tzv. FISH metoda (fluorescencni in situ hybridizace). Principem FISH
je hybridizace fluorescenéné znacené DNA sondy se specifickym usekem 16S nebo 23S rRNA.
Zhybridizované sondy se poté kvantifikuji pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Velky vyznam nachazeji
pfi identifikaci urcitych skupin mikroorganism( ve smésnych konsorciich (v cytologickych preparatech,
biofilmech, sedimentech, kalech a vzorcich vod a zemin).

Systém BIOLOG™ umozriuje identifikovat mikrobialni druhy a také ziskat informaci o jejich funkéni
zpusobilosti. V prubéhu vyvoje spolecnost Biolog Inc. postupné uvedla na trh rizné verze desticek typu
Biolog GN, GP, Biolog EcoPlates™ a Biolog MT. Destitky typu GN a GP byli vyvinuty pro identifikaci
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii a maji na svém povrchu imobilizovanych 95 riznych
substratd umoznujicich pfesnou identifikaci bakterielnich druhll na zakladé specifického kédu, ktery
svym vyuzivanim uhliku vytvareji. Naproti tomu desticky typu EcoPlates™ obsahuji 31 substratd ve tfech
opakovanich. Substraty jsou kombinaci typi GP a GN + jsou dopInény o exudaty rostlin vyskytujici se
v padé, ¢imz tento systém dokonale modeluje pldni prostfedi. Na destickach typu MT je imobilizovano
pouze barvivo a substraty je mozné si navolit dle potfeby a konkrétniho zaméru. Zpravidla jsou jimi
rizné organické latky, ale také polutanty.
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Obr. 3: Mikrodesti¢ka systému BIOLOG™

Konzervace mikroorganismi s biodegradaénimi schopnostmi

Lyofilizace neboli mrazova sublimace se nejCastéji pouziva k pripravé lyofilizatd mikrobialnich kmenu
za ucCelem jejich dlouhodobého uchovani. Lyofilizace se zatim jevi byt nejSetrné&jSim zplsobem pro
zachovani rustové aktivity mikroorganismu. Mikrobialni kmeny se namnozi ve vhodném médiu, odstredi
se, rozmichaji v lyoprotekénim médiu a lyofilizuji se. Princip metody je v odnimani vody ze suspenze
zmrazenych bunék ve vhodném médiu, dochazi tedy k zakoncentrovani vzorku s vyuzitim mrazového
suseni.

Zaver

Spolec¢nost EPS, s.r.o. intenzivné hleda nové moznosti v oblasti bioaugmentace a biostimulace,
které maji hlavniho spole¢ného jmenovatele v podobé ucinného, adaptabilniho a odolného biologického
Cinitele. | pfes preferovany postup zakladajici se na biostimulaci autochtonni mikrofléry, pfedstavuje
bioaugmentaéni koncept stale velmi ucinnou cestu napravy skod na zZivotnim prostfedi. Pfedpokladem
k tomu je propracovany proces umozhujici studium mikroorganismu s bioremediacnim potencidlem,
charakterizace jejich vlastnosti a hledani nejvhodnéjSiho zplsobu nakladani s nimi v ramci technickych a
technologickych aplikaci. Kvalitné vedena sbirka vhodnych bioremedia¢nich taxonu se tak ukazuje jako
dilezity prostfedek, na jehoz zakladé Ize rychle a Ucinné uspokojit pozadavky vyplyvajici z FeSeni



environmentalnich projektl, popf. hledani feSeni pro méné frekventované typy znecisténi se silnym
akcentem na biologické feSeni problému.



