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Zkratky pouZité v této praci

BTEX

CCM

CMC

MTBE

NEL

OD

PAU

PCB

PRB

UCM

benzen, toluen, ethylbenzen, xylen
Czech Collection of MicroorganismgGeska sbirka mikroorganism

critical micelle concentration — koncentracenohow aktivnich
latek menici rozpustnost hydrofobni faze ve vodném roztoku

methyltert-butyl-ether
nepolarni extrahovatelné latky
opticka denzita
polyaromatické uhlovodiky
polychlorované bifenyly
permeabilni reaktivni bariéry

unresolved complex mixture — gswropnych latek, jejichz piky na-
hroma@né kolem zakladni linie chromatogramu nelze idétifat



1. Uvod

Ropa a jeji frakce hraji v moderni spmlesti velice vyznamnou roli. Spolu
s rostouci lidskou populaci a pokufici industrializaci rozvojovych zemi roste
celos¥tové poptavka po palivech a ostatnich ropnych produktd¢ roce 2008 byla
celos¥tova spateba ropy 31,5 miliardy barel(1 barel = 159 [), coz je t&ho 3,5
miliardy bareh vice nez v roce 2000 a zhruba 1,5 nasobekaipptropy na p&atku 70. let
(DOE 2009). Ropa je v seasnosti dominantnim zdrojem energie &l@va se, Ze jim
zustane pinejmensim jegtpo rekolik pristich desetileti (NRC 2002fqwvzato z Wang and
Brown 2008).

Celos¢tova €zba ropy a jeji vyuzivani, transport a skladovaevymnutelr
vedou k Unikm do zivotniho prosedi. Podle odhadunikne do ocednro¢né vice nez
1 300 000 t ropnych latek. Objem ufiika sousSi neni znam (NRC 2002), nicthée
zaznamenano velké mnozstvi povrchovych i podpowytio kontaminaci nasledkem
havarii a Unik ze zasobnich kontejner

Pri dekontaminaci fd kontaminovanych ropnymi uhlovodiky se &dtuje vyuZziti
piirozeného biodegradaiho potencialu ¢kterych midnich mikroorganistin V poslednich
patnacti letech bylo provedeno mnoho studii poficith (&innost mdnich mikro-
organisnti pii degradaci ropnych uhlovodikin situ (Hunkeler et al. 2002, Gogoi et al.
2002, Scow and Hicks 2005) i v pokusnych podminK&ads and Mukherjee 2007, Vieira
et al. 2007, Machin-Ramirez et al. 2008).

PredloZzena diplomova prace se zabyva zhodnocenim astaryuziti vybranych
bakterialnich kmein pii bioremediacich kontaminovanycligin situ. Testované kmeny
byly vyselektovany pracovniky VSCHT Prahatmpy areélu terminalu firmy Slovnaft, a. s
kontaminovanych ropnymi uhlovodiky. Ziskané pozgatky mohly byt vyuzity pro
piipadné cilené aplikacédhto kmerd pri in situ bioremediacich kontaminovanyclid
Prace je provazana s praktickymi testy pokusnérkosimulujici slib’ se rozvijejici in
situ remedi&ni technologii Permeabilnich reaktivnich bariér ByRkteré provadi firma
MikroChem LKT, spol. s.r.0., fEba.



2. Literarni p Fehled

2.1. Permeabilni reaktivni bariéry — PRB

Prav@&podobré Zzadna jina technologie remediace kontaminovangélypa
podzemnich vod nevzbudila v poslednich dvou desiti tolik zajmu jako pouziti
podpovrchovych permeabilnich reaktivnich bariér BPRJe tomu tak zejména &V
vyhodnému porru cena/dinnost a potencidlu PRB zabranitresii kontaminantu v
podminkéach, které neumiadi efektivni vyuZiti jiné metody dekontaminace fEPI98).
PRB jsou obeah definovany jakonahrazeni pvodniho materidlu v podlozi reaktivnim
materialem navrzené tak, aby byl kontaminant batiézachycen nebo transformovan do
ekologicky akceptovatelné formy a vytékajici podiewmoda sptovala pozadavky na
limitni koncentrace kontaminah{Powell and Puls 1997).

2.1.1. Typy PRB

Pro pouziti v praxi jsou k dispozici dva zakladaincepty, ,kontinualni“ PRB
(continuous PRB) a systém ,trychitya brana“ (funnel-and-gate design) (Obr.1). Pro
kontinualni PRB je typicky minimalni vliv na tok gpemni vody v mist aplikace.
Absence nepropustnych vualmo#iuje podzemni vatlprotékat bariérou podleipodniho
odtokoveho gradientu aipodni rychlosti. Material tvdci bariéru je zvolen tak, aby se
jeho propustnost pro podzemni vodu shodovala nglzodoréco vyssi, nez je propustnost
okolniho materidlu. Jedinymi poZzadavky, kladenyifiqudovani, je ,pehrazeni“ podlozi
v pravém Uhlu na sén toku podzemni vody tak, aby bariérou protékal&keea
kontaminovana voda. V idealninfipadt je vhodné ukotvit dno PRB do nepropustného
podloZi. Tim se zabrani odtoku kontaminantu poéebau.

V pripac konfigurace ,funnel-and-gate” jsou do podloZi zadwany nepropustné
stny svadjici vodu do funkni zony vyplgné reaktivnim materialem, tzv. brany.
Nepropustna zona je budovana tak, aby obklopilatshkbimovanou oblast a po spadu
tekouci podzemni vodu nasrovala do reaktivnéasti systému. Nevyhodou tohoto pojeti
je riziko odtoku kontaminantu kolem PRB. Dokoncé&dyZ je propustnost v ,bré&h
pouzitého materialu vyraZrnvySSi nez propustnost vodonosné vrstvy, dochazoziarani
reaktivni material-pvodni hornina ke zpomaleni rychlosti odtoku podzemmnody

na pivodni hodnoty. Vzhledem k tomu, Ze propustna oljapbdstatés mensi nez prostor,



ze kterého je do ni nepropustnymi vaifywvpdéna voda, mze dochazet k akumulaci vody
a nasledkem toho i k odtoku kontaminované vody rkosystému (EPA 1998). Na druhé
straré miZze nahromathi vody na pitokové strat bariéry vést k vytvieni vysSiho spadu
a tim i navySeni odtoku z bariéryfeg rozhrani reaktivniho atpodniho materialu
(Cushing et al. 1996, citacégvzata z Day et al. 1999). Vyhodou konceptu ,furamel-
gate” PRB je diky sousgdni kontaminované vody do jednoho mista moZnostietat
kontaminaci sestavajici ze &sn kontaminant razné povahy. V tomifjpadt je reaktivni
zéna vyplgna kombinaci reaktivnich materidinebo rozdlena na wtkolik za sebou
fazenych sekci, z nichz kazda je vypla jinym typem reaktivniho materialu (EPA 1999).

Vzhledem k odliSné konfiguraci a z toho vyplyvijit pozadavik na velikost
a vlastnosti je nutné podle charakteru a paranmaista aplikace (viz. odd. 2.1.3.) zvazit,
jaky typ PRB je vhodné v danych podminkach vyuzit.

Reactive Gate

P Continuous PRB + Funnel-and-Gate PRB

K777,

7.

Contaminant Plume

;%/ /// Contaminant Plume

"

- GW Flow , GW Flow

Obr.1 Schéma zachyceni kontaminované podzemri Yaohtinualni“ PRB a ,funnel-and-gate”
systémem. Zatimco v prvnimiipad nejsou sr& a rychlost toku kontaminované vody skrz
reaktivni zonu ovlivany, ve druhém fipadt je podzemni voda svedena nepropustnysmashi do
reaktivni brany (zdroj: EPA 1998).

2.2. Wuzivané reaktivni materialy a rozsah pouzitelnB&B

Reaktivni media museji mit vlastnosti vhodné pegiclp dlouhodobé pouziti
v podminkach PRB. ®a by byt kompatibilni s prostdim, ve kterém budou pouzita, tzn.
nesngji s kontaminantem reagovat za vzniku nebeémpeh latek nebo vedlejSich
produkfi. Kvili minimalizaci naklad musi byt pouzity material cen®vdostupny
a dostatén¢ perzistentni, coz znamena zejména nizkou rozpsista schopnost udrzet si
reaktivitu po dostataé¢ dlouhou dobu (EPA 1998). Podle povahy @#aijici latky je
volen reaktivni material, ktery kontaminant imohilje fyzik&lnimi, chemickymi nebo
biologickymi procesy, zahrnujicimi srazeni, absgrpgidaci/redukci, fixaci a degradaci
(McGovern et al. 2002, EPA 1998).

Nejcastji pouzivanym reaktivnim materidlem v PRB je®F@onrng casté je
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vyuZiti F€ v kombinaci s jinym materidlem, nappiskem nebo &kem (EPA 2002).
DalSimi materialy, i kdyZ ne tak pouzivanymi, jsaktivovany uhlik (Plagentz et al. 2005,
EPA 2002), kyslik aj. (EPA 2002, EPA 1999). Zvla&ategorii tvdi porézni materialy,
které samy o s@bnemusi mit schopnost poutat nebo degradovat koméam ale diky
vysokému specifickému povrchu jsou vyuzivany jakside bakterialni biomasy. Ta tkio
aktivni slozku PRB (Kermanshahi et al. 2005, Vestlal. 2006, Quan et al. 2004).

Vzhledem k faktu, Ze se v mnoh#igadech na kontaminované lokalityskytuje
neékolik zneiist'ujicich latek pohromad je vyhodné pouziti dkolika reaktivnich materidl
spojujicich fyzikalni, chemické a biologické proges &inné odstraéni polutantu
z podzemni vody. Mezi takovéto materidly ipahagiklad pirodni zeolity. Jejich
kationtovd kapacita umagje efektivni odstigovani kationkh téZkych kowi
(napr. chromany a arsenany) nebo demobilizaci nepoldrrdcganickych polutait
(nag. chlorované uhlovodiky). Zeolity jsou zar@verhodné jako noge mikrobialni
biomasy (Melenova and Demnerova 2004). DalSiiklgdem kombinace abiotickych
proces degradace s procesy biodegradace je pouZiti aFenikrobialniho inokula
(Fernandez — Sanchez 2004).

PRB jsou aplikovatelné na Sirokou Skalu &#w@ijicich latek @zné povahy.
V praxi je momentala negasgjSi vyuziti PRB pro remediaceia@ kontaminovanych
chlorovanymi rozpoustlly a anorganickymi polutantysitké kovy, radionuklidy, dusikaté
latky) (EPA 1998, 2002, PRB - fact sheet 2002, Vbget al. 1999). Na uuy
kontaminované ropnymi uhlovodiky jiz byly PRB také&isgchem aplikovany (Hooker
and Skeen 1996, EPA 1998, 2002, Guerin et al. 200&50vern et al. 2002), tato
technologie neni zatim nicm&prilis roz§fena. Rozsah a apob pouziti technologie PRB

na uzemi U.S.A., Kanady a Evropy je graficky znaZoma Obr. 2.

m 30
4
A
g 24
=21 BusA
g 18 B Kanada
& 15 [1 Evropa
8 12
= 9
(M)
5 . N

0 — N B

anorganické ionty hnojiva ostatni
chlorovana rozpoutla ropné uhlovodiky radionuklidy

typ polutantu
Obr.2 Roz#eni realizovanych PRB podle typu kontaminace dantalizacdzdroj: EPA 2002)



Perspektiva vyuziti PRB pro pasivni remediaci.(tza principu samovolného toku
kontaminované vody skrz reaktivni zonu) kontamimyxdn vod vede k intenzivnimu
vyzkumu roz&iujicimu rozsah pouzitelnosti této technologie. Moatornich podminkach
tak bylo uspsSne simulovano biologické odbouravani &hropnych uhlovodik (Vieira et
al. 2007, Prince et al. 2008, Rahman et al. 2003khdrji et al. 2004, Boopathy 2004)
véetne PAU (Mougin 2002, Cajthaml et al. 2001, van Hensi et al. 2003), MTBE
(Moreels et al. 2004), dusikatych latek jakoiapOs; , NO, a NH;" (Ding et al. 2001),
PCB (Luo et al. 2008) aj.

2.2.1. Instalace a monitoring PRB

Velka ¢ast dosud instalovanych PRB byla vy®oa jednoduchym vyhloubenim
piikopu, ktery byl naplén reaktivnim materidlem (EPA 2002). Tato metodavhedna
pouze pro rké instalace na ddb pistupnych mistech. Spolu s vyvojem technologii
spojenych s aplikovatelnosti a efektivitou PRB jsewyvijeny i geotechnologické
PRB. Nové techniky zahrnuji vysokotlaké injektovargpropustného nebo reaktivniho
materialu do podlozi, vyuziti visk6znich roztojako media zpawijiciho hloubeny fikop
a dopravujiciho reaktivni material na misto apl&adoubkové michanidply s reaktivnim
materialem progednictvim vrtnych zdzeni a kontinualni hloubenifigkterém je hem
tvorby prikopu pivodni material nahrazovan materialem reaktivnimA(ES98, Day et al.
1999).

Samotné instalaci PRBgrdlchazi podrobna charakterizace kontaminovanéhia mis
zahrnuijici rozsah a typ kontaminace, hydrogeolggigchemii a mikrobiologii (EPA 1998,
Vogan et al. 1999, Ding et al. 2001, Guerin e28D2, McGovern et al. 2002, Kalin 2004,
Filler et al. 2006).

Maximalni koncentrace a typ kontaminace jsou zikilgparametry, které je nutné
zjistit pred aplikaci jakin situ (PRB, bioaugumentace), takei situ (t¢Zba a pevoz
kontaminované {dy na misto dekontaminace) remediaci. U PRB jebzvid¥ dulezité,
protoZe po instalaci je nékladné a obtiZzngnitnparametry reaktivni zény. Pro maximalni
funkénost bariéry je takéudezité gesré vymezit Stku, hloubku a délku kontaminovane
oblasti spolu s koncentraci kontaminantu v zaviskos €chto dimenzich a mozné zny
téchto paramefrv ¢ase (McGovern et al. 2002).

Vzhledem k principu fungovani PRB, kdy je kontaamihunaSen tokem podzemni

vody, je nezbytné porozuinhydrogeologii v mist aplikace PRB. f@dnostd musi byt



ziskany informace o vodnim gradientu, hydraulickéivosti podlozi, stratigrafii hornin,
porozi€ podlozi a sezonnich zmach v pétoku a smdru toku podzemni vody. Rychlost
toku a koncentrace kontaminantu jsou zasadni pneizovani reaktivni zény. Ta musi byt
navrzena tak, aby doba zdrZzeni kontaminantu v iredkzére byla dostaujici pro snizeni
jeho koncentrace na pozadované hodnoty (EPA 1998).

Geochemické vlastnosti podlozi a podzemni vody jgase utujici pro odhad
ocekavané Zivotnosti PRB a Wb vhodného reaktivniho materidlu. Bylo Higgbad
dokazano, 7e voda, prochézejictep bariéru tvienou F& vyznam@ meni své
geochemické vlastnosti¢etné vyrazneho zvySeni pH na 9-10 a eliminacev@znamnym
poklesem redoxniho potencialu. Vysoky obsahdithli muze vést k vyraznému srazeni
kalcitu (CaCQ) nebo sideritu (FeCg) a snizovat tak reaktivitu a hydraulickou vodivost
bariéry (EPA 1998).

Mikrobialni aspekty jsou zatim asi nejnééprobadanym faktorem, ktery tipe
vyznamr ovlivnit ispEsnost remediacetiRodni mikrobialni konsorcia jsatasto schopna
utilizovat organické kontaminanty nebo podporovatgrddaci nefpmo, napiklad
piitomnost sulfat-redukujicich bakterii sniZuje redioypotencial a rnize tak urychlit
redukci kontaminairit V posledni dob je prova@no mnoho laboratornich studii ve snaze
porozungt mikrobialnim interakcim a vyuzit potencialignich mikroorganisiin pii
remediacich kontaminovanyclig (EPA 1998) (dale viz. odd. 2.3.).

Pred i po instalaci PRB je nezbytné navrhnout plamitocingu. Ten sedi na dva
z&kladni typy, ,o¥fovaci“ (compliance) a ,vykonnostni* (performancejvreg jmenovany
slouzi k ziskani informaci o kontaminaci, vlasteckt gidy a podzemni vody. Druhy typ
monitoringu je zarfen @imo na systém PRB. Zahrnuje hodnoceni goriyzikalnich,
chemickych a mineralogickych paranietrtad a pod bariérou §ase. Monitoring by
odhalit gipadné zrmany v permeabili bariéry, ztratu reaktivity, zkraceni doby zdrzeni
kontaminantu v reaktivni zéna pifisaky ges nepropustné struktury.éllem procesu
remediace by iy byt sledovany také produkty degradace kontantinaRro &ely
monitoringu je ve zdrojové oblasti kontaminantu prostoru kolem bariéry vybudovan
systém vzorkovacich vt Rozmistni vrti je navrZzeno tak, aby bylo mozné sledovat vyse
zmirgné parametry ve vSecketh dimenzich, ve kterych se kontaminariZenstit (EPA
1998, Kalin 2004).

2.2.2. Porovnani in situ a ex situ remediaci kontaminovangh pad

Princip ex situremediaci spfiva nefastji v odt¢Zeni kontaminovanétpy nebo



odcerpani kontaminované podzemni vodyregpavy tohoto materialu z mista kontaminace
na misto, kde bude provedena dekontaminace. &inardr@nost €chto proces je ¢asto
velmi vysoka. Naopakn situ aplikace PRB je finamé relativreé nenar¢na, ficemz
nejdrazsimi poloZzkami této technologie jsou samomistavba PRB a cena pouzitého
reaktivniho materialu. Vzhledem k energetické netdésti jsou vyraz& snizeny také
naklady na provoz a udrzbu bariér (EPA 19@8ark et al. 1997. Podle odhail je
remediace podzemnich vod pomoci PRB ve srovnaniedami ,pump-and-treat"
(,odcerpat a vyistit*) zhruba o 25 % lewjsi (Day et al. 1999, PRB — fact sheet 2002,
EPA 2002). NejvySsi naklady jsokhem provozu a udrzby vynakladany na monitoring
a pripadnou obrénu reaktivnino materialu (EPA 1998, McGovern eR@01).

Kromé ceny pati mezi dalSi vyhody minimélni zasahy do ptedf a gvodniho
odtokového rezimu podzemnich vod.

Zivotnost PRB je zavisla na typu pouZitého realkitio materialu, vlastnostech
podloZi a na mnoZstvi a koncentraci polutantu \sfedi. Vzhledem k faktu, Ze se jedna
o relativie mladou technologii, nejsou zatim k dispozici koexpli data, ze kterych Ize
Zivotnost fiznych tymi bariér utit, odhady nicmé& hovai o horizontu 10-20 let,
v nékterych gipadech i déle (EPA 1998, PRB fact — sheet 2002).

Nevyhodami jsou zejména nutnost dlouhodobého mongu funknosti PRB
a moznost zmny v prtocnodi bariéry nasledkem srazeni latek biologického
¢i chemického fivodu (EPA 1998, PRB - fact sheet 2002)ildZitym omezenim
aplikovatelnosti technologie PRB je charakter komteovaného podlozi. ii§ mocné
nebo sypké vodonosné vrstvy hornin mohou wiiopouzitelnost PRB (EPA 1998, Day et
al. 1999).

2.3. Insitu bioremediace ropnych uhlovodik

In situ bioremediace je lidskou aktivitou podmsity proces biodegradace cilového
polutantu v gvodnim prostedi (Mearns 1998). &em biodegradace je organicky polutant
mineralizovan na anorganické produkty jako oxididity, methan, vodu a anorganické
soli (Farhadian et al. 2008).

Ropné uhlovodiky jsou jedmi z nefasgjSich kontaminarit pad. Uniky
vyskytujici se Bhem €zby, zpracovani, igpravy a skladovani ropy a ropnych produkt
piedstavuji environmentalni rizika a vzbuzuji zajemok® veejnosti (Wang and Brown
2008). Ropa je slozita s hydrofobnich latek jako jsaualkany, isoalkany, cykloalkany,

aromaty, resiny a asfalteny. Frakce vznikajici ifiddetci ropy se daji na zakladejich



chemického slozZeni roglit do nasledujicich skupin (Wang and Brown 2008):

1. Lehké destiladtyPro tuto frakci jsou typické uhlovodiky v rozsaBigCi6. DO této

skupiny ropnych produlitpati automobilové a &které letecké benziny, pra&n

je typickd vysoka &kavost, holavost a teplota varu mezi 40-180 °C. Benziny
obsahuji velké mnozstvi BTEX. Vzhledem keugpbu jejich pouziti (pohonné
hmoty) jsou obohacovany tzv. aditivy, které upravjgjich hdeni, vybuSnost

Mrivriw s

pohonnych swsi, a inhibitory koroze. Vzhledem k fyzik&gchemickym
vlastnostem a inertnosti je MTBE nejraestjSim polutantem mezi latkami
obsaZzenymi v pohonnych hmotach (Moreels et al. R0Dé 90-tych let paily

k vyznamnym  aditium také derivaty uhlovodik obsahujici olovo

(nap. tetraethylolovo).

2. Stredre téZké destilaty: Tyto destilaty jsou produkty v relatignSirSim rozsahu

Cs-Czea zahrnuji pohonné hmoty do leteckych turbin, karadieselova paliva.
Teplota varu dieselovych ssi je fiblizné 125-380 °C. Diesel se sklada z uhlovo-
diki v rozmezi G-Cpg a ma vyrazny obsah-alkani, alkylovanych cyklohexan

a PAU. Typicky pro tuto ropnou frakci je vysoky salhn UCM (unresolved

complex mixture) (viz. Obr. 3).

3. T’zké topné oleje Tato frakce je pouzivana k vymdkenergie.Casto jefedina

lencimi frakcemi a pouzivana pro pohon plavidel, odkuwika do vodniho
prostedi. Jeji slozeni je velmi rozmanité a odpovidautyppy, ze které je

ziskana.

4. Mazaci olejeMazaci oleje jsou vyr@ny atmosférickou nebo vakuovou destilaci
a prochazejfadou Uprav, které vedou k navyseni viskozity, Gptarvy a dalSich
vlastnosti. Takto vzniklé produkty maji Siroké piilive strojirenstvi, gimyslu,
stavebnictvi aj. Mazaci oleje ticsmés uhlovodik v rozmezi Gg-Cyo a teplotou
varu nad 340 °C.

5. Odpadni olejeTato frakce je tviena smisi odpad pii vyrobé nebo pouziti vySe

zmirénych frakci ropy. Jako odpad jamstym kontaminantem vod v oblastech



s intenzivni lodni dopravou. Finalni sloZeni jerdedem na zjsob vzniku velmi

raznorodé.

Uspsdnost bioremediaci ol kontaminovanych nejen ropnymi uhlovodiky je
podmiréna rékolika predpoklady: 1) kontaminant je biologicky odbourayepiivodnimi
nebo (v ramci technologie) introdukovanymi mikraamgsmy, 2) rychlost mineralizace
muze byt navySena, 3) koncept remediace musi bygS@Spsimulovan v reélnych
podminkadch 4) stimulace mineralizaceiza byt docilenoin situ a 5) kompletni
mineralizace nebo rozkladu polutantu na neSkodadytty je dosazeno na misiplikace

technologie (Hohener et al. 1998).

2.3.1. Mobilita a rizika ropnych uhlovodik @

Mobilita ropnych uhlovodik je zavisla na prostdi, ve kterém dojde k uniku.
Ve vodnim prosedi dochazi vzhledem k hydrofobni povaze ropnychowadika
k vytvoreni tenkého povlaku na hladinRychlost &eni tohoto typu kontaminace je pak
zavisla na vodnich proudech a ptmostnich podminkach. Nejvice mobilni ropnou
kontaminaci tvéi stredre téZké destilaty (viz. odd. 2.2.), které na vodni imadsytvareji
velmi tenky, rychle se 8ti film (Wang and Brown 2008). Naopak vudnim prostedi je
Siteni ropnych uhlovodik zna&né¢ omezeno, na kontaminovanych mistech je niegmén
doloZeno vyznamnéi&ni kontaminace podzemni vodou (Guerin et al. 26d@keler et
al. 2002). Z hlediska &ni gedstavuje neptsi riziko zejména MTBE (viz. odd. 2.2.)
a aromatické uhlovodiky ¢etne BTEX), které jsou ve vad zhruba ti az pstkrat
rozpustrjSi nez alifatické uhlovodiky se stejnym¢pem uhliki v molekule (Moreels et al.
2004, Vieira et al. 2007). #ini ropnych uhlovodikpodzemni vodou nastava v okamziku,
kdyZ je rychlost rozpou&ti ve zdrojové oblasti (oblast s ropnymi uhlovodikpevodné
fazi) vyssi nez rychlost biodegradace (Mackay efi@85). Nkteré uhlovodiky obsazené
v rop¢ jsou tkavé a mohou tedyipchazet do plynného skupenstvi a kontaminovat
ovzdusi. Jedn& se zejména o latky ze skupiny BTEifatické uhlovodiky v rozmezi
Cs-Cyo. Ztrata tkanim je jednim z nejvyznarg8ich proces vedoucich k Ubytku ropné
kontaminace, zejména potom udéadh frakci (Snape et al.2005, Wang and Brown 2008).

Rizika spojena s uniky ropnych latek jsou hodnacerejména podle miry
nebezpénosti pro lidsky organismus. Z tohoto hlediska byoganizaci U.S. EPA
(Environmental Protection Agency, U.S.A) vybrano 1a€ek, jejichz vyskyt je spojeny

S ropou a jez jsou celo&ove monitorovany jako prioritni polutanty indikujicebezpéné



zn&isténi. Jedna se o benzen, toluen, ethyl-benzen, xydeh§ prioritnich slotenin ze
skupiny PAU (Wang and Brown 2008). Rozsahla kontawe éznych, zejména potom
vodnich prosedi ma nicméhdopad na stabilitu a biodiverzitu ekosystému (Medr998)
bez ohledu na vyskyt dvaceti vySe jmenovanych latek

2.3.2. Biodegradovatelnost ropnych uhlovodil

Hlavnimi faktory komplikujicimi proces biodegragamrganickych polutaft
véetrg ropnych latek, jsou zejména nadbytek alternativniéirodnich zdraj uhliku,
nedostatek zivin, néfznivé redoxni podminky, nedostatek vhodnych dbreoakceptair
elektroni, toxicita, omezena biodostupnost polutantu a koard® geochemickych
a hydrogeologickych faktéar(Kalin 2004).

Razné skupiny latek ropnéhdiypodu nepodléhaji biodegradaci ve stejnéstitiu.
Ve wtSire pripadi jsou ropné latky mineralizovanya@ni mikroflorou v néasledujicim
poradi: n-alkany s pimym fetzcem, ¥tvené isoalkany, cykloalkany, aromaty (Das and
Mukherjee 2006, Vieira et al. 2007, Prince et &0&). Parafiny r-alkany) podléhaji
biodegradaci zpravidla tim |épéim mére atomu uhliku vietzci maji (Rahman et al.
2003). Byla prokazana i schopnostdpi mikroflory utilizovat tkavé slozky ropné
kontaminace (fevaz monoaromatické latky ze skupin BTEX) v plynném pshwuostvi
(Hohener et al. 2003).

Vzhledem k &eni kontaminantu podzemni vodou je i jeho odbourvzévislé
na konkrétnich podminkach panujicich ve vodou rexs§czés. Ackoliv jsou aerobni
pochody utilizace organickych substrapodstatd rychlejSi nez anaerobni, priedi
hornin nasycenych vodou j&téinou na kyslik chudé a jsou takiagnostiny anaerobni

pochody odbouravani organickych poluta¢cow and Hicks 2005).

2.3.3. Proces z¥étravani a biodegradace ropné kontaminace a vyuZzitiiomarkera k
posouzeni jeho pibéhu

Biomarkery jsou stabilni organické stmminy nachazejici se v uhli, rop
a sedimentarnich horninach (Payet et al. 1999¢h)pjivodni organicka strukturaigtava
témet nepozmdnéna po dlouhou dobu a mohou tak poskytnout mnoharnmici o svém
pavodu a historii. Chemickd& analyza charakteristitkgcenvironmentathperzistentnich
biomarketi poskytuje dlezité informace o zdroji atpodu zngisténi, typu kontaminace
a monitorovani procesu biodegradace &t@Avani“ ropy a ropnych produkiWang and
Brown 2008).
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Mezi biomarkery pdt celatada latek zahrnujici acyklické isoprenoidni alkany,
terpany, sterany, diasterany, seskviterpany, martdaromatické sterany dpilezitou roli
maji krom¢ latek samotnych také diagnostické indexy a fgmmezi vybranymi
sloweninami. Mezi nejpouziva&si indexy paiti tzv. Weathering Index — WI (Wang et al.
1995) a Carbon Preference Index — CPI (Wang anaviBr2008). Tyto dva indexy jsou
vyjadieny nasledow

WI = (Sumen-C8+ N-Cio+N-Cqpp + n-C14) / (suman-C22+ N-Cos + N-Cye+ n-ng)

CPI = (suma lichych-alkani) / (suma sudych-alkani) *

* zahrnuje pouze n-alkany v rozmez+Cyq

Hodnoty, jakych CPI nabyva, je mozné pouzit k dasiice fivodu ropy nebo
ropné kontaminace. Hodnoty kolem 1 jsou typické it$inu typi ropy. Pokud hodnoty
CPI prekrauji hodnotu 2, s¥d¢i to o relative vysokém podilu latek z rostlinného
materialu, zejména rostlinnych vds{Bryselbout et al. 1998).

WI poskytuje informaci o stupni ,Zani* daného ropného produktu. Mira
,Zvétratelnosti® alkad je piimo Gnérna pd@tu atonmi uhliku vietszci. Cim kratSitetzec
(a tim nizsi teplota varu), tim snaginpodléh& procesn zwtravani (Wang and Brown
2008).

Nejcastji pouzivané typy diagnostickych peéni jsou vyjadeny nasledow
(2.1.) powT = a/b ~ (2.2) p&m(%) = 100 xa/(a + b)

kde a a b predstavuji vySky pik, plochy piki nebo koncentraci. Pafry definované
rovnici 2.1. nabyvaji hodnot mezi 0 a nekémam, zatimco po#ny definované rovnici
2.2. nabyvaji hodnot mezi 0 a 100. Velkou vyhoddagdostickych porra je, Ze efekt
koncentrace neméigejich hodnoceni vliv (Wang and Brown 2008).

Obecny pitbéh hlavnich zmin ve sloZzeni ropnych produktv dasledku
»Zvétravani* se da hrubshrnout do &kolika zakladnich krok Nejprve dochazi k redukci
abundance alkd@ns kratkymiretzci, Z'etelny je i pokles obsahu BTEX. Pokugcim
zvétravanim dochazi k dalsi redukgialkani i leh¢ich isoprenoidnich sl@enin. Obsah

tekavych aromatickych latek rapiélrklesd, dochazi i k poklesu koncentracg € G-
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naftaleri. U silné z\wétralé ropy a jejich frakci jsou nejenalkany, ale také iso- a cyklo-
alkany vyrazg nebo kompleté ztraceny. BTEX a alkyl-benzeny Gglohybi. Biomarkery
jsou koncentrovany diky jejich stab#lia resistenci &i biodegradaci (Wang and Brown
2008).

Mezi hlavni ukazatele stuprbiodegradace ropnych uhlovodibati diagnostické
pomery n-Ci//pristana n-Cig/phytan. Wuziti isoprenoidnich latek pristanu aytaimu je
zaloZzeno na vyraznvysSi odolnosti&hto slodenin Wi¢i biodegradaci nez je tomu u
n-alkam (n-Ci7, n-Cig), S nimiz  eluuji ténef ve stejnémcase. Srovnani pofru
n-Cy7/pristana n-C,¢/phytanmezi zdrojem kontaminace &isi se kontaminaci poskytuje
voditko k ohodnoceni stuprbiotické mineralizace polutantu (Johnston et 8072 Wang
and Brown 2008). Bylo nicméndokdzano, Ze dkteré mdni bakterie jsou schopny
isoprenoidni latky pogrné snadno utilizovat (Nakajama et al. 1985).

2.3.4. Technologie bioremediace fad kontaminovanych ropnymi uhlovodiky

Kontaminované {dy maji potencial firozerg snizovat koncentraci kontaminantu
skrze fyzikalg-chemicko-biologické procesy. filfomnost mikroorganisin s biodegra-
datnim potencialem byla prokdzana v kontaminovanygtiaph ve vSech zetpisnych
Sitkach, etné chladnych regiol, kterymi jsou Antarktida a Aljaska (Filler et &006).

V drtivé wtSine pripadh vSak girozené podminky neposigi k eliminaci kontaminace,
ktera se tak dale i$i(Mackay et al. 1985). Lidsky zasah v poddiioremediace frize
podpdit ¢i nahradit pirozené schopnosti prdeti a eliminovat kontaminaci zcela nebo na
prijatelné hodnoty.

V zasad existuji dva pistupy kin situ bioremediacim. Bdi navySeni stavajiciho
biodegradaniho potencialu progdi nebo vyuZziti potencialu v laboratornich podrartk
ovéienych a dginnych mikroorganisrin (Kalin 2004).

Inokulace kontaminovaného priedi kulturou s vysokou schopnosti mineralizovat
cilovy substrat je zatim v praxi n@s rozSteny zmisob, ktery ma nicménvelmi slibné
vysledky v laboratornich podminkdch (Rahman e@03, Boopathy 2004, de Carvalho
and da Fonseca 2005, Medina-Moreno et al. 2005,adyet al. 2007, Vieira et al. 2007).
Inokulum mize byt aplikovano ve fortn suspenze fimo na kontaminovanouugu
(bioaugumentace) (Gogoi et al. 2003) nebo do reakttasti PRB. Pro tento typ
bioremedace je vhodné vybudovani PRB typu ,funmel-gate“ s ,branou” ve forth
bioreaktoru, kam by bylo inokulum aplikovano a Kol probihal proces biodegradace

(MikroChem 2007). BDlezitym faktorem pro dosazeni stejn&ninosti v mist aplikace
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jako v laboratornich podminkach je zabegmd vhodnych podminek a wbnosného
materialu. Nkteré studie, jako n@pKarmenshahi et al 2005 a Quan et al 2004, doklada
aspsSnou imobilizaci inokula na vhodném n#isia vysokou dinnost nasledné
biodegradace.

Bioremediace kontaminace ropnymi uhlovodiky formsimulace frozeného
potencialu prosgedi zahrnuje monitoring tGinich podminek a nasle#linejich cilenou
Gpravu za Gelem navySeni biodegradace. Krbmozsahu a koncentrace kontaminantu
v podloZi je nutné zutit a ohodnotit indikatory mikrobialni aktivity. Deéto skupiny
parametl pati koncentrace rozpustého kysliku, nitrdt, nitrita, sulfidd, sulfat, Fe&*
Mn®*, CO,, methanu, pH a alkalinity. Na zakkatéchto dat je pak odhadnut charakter a
maximalni potencial pro ipozenou degradaci. Da se tak H&@d na zékladl nizké
koncentrace rozpudiého kysliku v oblasti kontaminace (ve srovnanieloontamino-
vanym okolim) usoudit na probihajici aerobni bioddgci, a naopak, pokles koncentrace
anaerobnich akceptorelektrori a vysSi obsah produktanaerobniho metabolismu
poukazuje na anaerobni odbouravani kontaminacek@iand Skeen 1996). Tyto trendy
byly potvrzeny i v pipack in-situ remediaci (Hunkeler et al. 2002).

Po vyhodnoceni vySe znémych dat je mozné ipjit k samotné stimulaci
mikrobialni aktivity. Toho mZe byt docileno injektovanim vody obohacené o kysli
zakladni Ziviny N a P (Hunkeler et al. 2002, Gogpal. 2003) a/nebo povrchoaktivnich
latek zvySujicich dostupnost hydrofobnich poluiapto biodegradaci (viz. odd. 2.3.1.).

VesSkeré zasahy do préstli musi byt pdivé zvazeny a to nejlépe na zakdad
piedchozich teét Prehnané vstupy mohouigobit toxicky a negativhovlivnit piirodni
spole&enstva a tim i proces degradace (Kalin 2004, Matuh Stewart 2000). Aplikaci
in situ bioremedianich technologii (PRB, bioaugumentace, biostinilarocesy) by tak
mély predchazet laboratorni a pilotni experimenty modelyodminky v mist budouci
aplikace (Guerin et al. 2002, Boopathy 2004).

2.4. Wuziti bakterialnich kmeipro bioremediacetjg kontaminovanych
ropnymi uhlovodiky

2.4.1. Faktory ovliviiujici t€innost mikrobialni mineralizace ropnych uhlovodiki

Mezi faktory, které maji ifdmy vliv na schopnost mikrobialni biomasy biodegra-
dovat ropné uhlovodiky patpredevsim dostupnost Zivin, fyzik&chemické faktory

prostedi a dostupnost kontaminantu (Kalin 2004).
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Zasadni pedpoklad pro navyseni aktivity mikrobialni biomasyniry biodegradace
je uspokojeni zivinovych narék zejména u nejvice limitujicich prizkakymi jsou N a P.
Obecré pouzivanou strategii je obohaceni Zivinami v takovmnozstvi, aby bylo
dosazeno posmu C/N/P v prosedi 100:5:1 (Nikolopoulou et al. 2007). Optimalni
dostupnost a poén N a P v prosedi jsou nezbytnéipdpoklady k dosazeni maximalni
miry degradace organickych kontamingntoz bylo prokazano jak v laboratornich
podminkach (Smith and Cleland 1998), takfii ip-situ bioremediacich (Hunkeler et al.
2002). V souvislosti s bioremediacemi ropnych ubliiki jako hydrofobnich latek bylo
s usgchem testovano pouziti lipofilnich zdéoN a P (kys. méova, lecitin). TotoreSeni
ma vyhodu zejména v cilené aplikaci zdrogivin, které maji vysokou afinitu
k hydrofobnim latkam a jsou tak k dispozici na féam rozhrani voda-hydrofobni polutant
(Nikolopoulou et al. 2007).

Mezi hlavni fyzikalg-chemické faktory progedi ovliviujici proces biodegradace
pati pH a obsah kysliku. Hodnota pH ménpy vliv na sloZeni fadnich mikrobialnich
spole&enstev. B hodnotach pH v kyselé oblasti (pH 3-6) jsou zwyhimy houbové
organismy, optimalni proust bakterialnich spotenstev je pH 5-9 (Ambroz 1986

Nedostatek kysliku je zasadnim faktorem limitujicaerobni procesy. NejbngjSim
zpisobem syceni podzemniho presii kyslikem je aplikace peroxidu vodiku nebo
injektovani okyskiené vody do fdy. Pouziti peroxidu vodiku je vyhodné vzhledem
k vysokému potencidlu uvtbvat kyslik a porérné lehké a levné aplikaci (Menendez-
Vega et al. 2007). Vwnich ekosystémech s nizkym redoxnim potencialeémzers
limitovanych kyslikem, febiraji funkci akceptoru elektr@nnamisto kysliku nitraty,
sulfaty a karbonaty. Jak ukéazal Boopathy (2004j;yobleji probiha degradace ropnych
uhlovodiki v anaerobnich podminkach Htpmnosti vSechéthto akceptar, nasleds v
sulfat-redukujicich, nitrat-redukujicich a nejposjav methanogennich podminkach.

Vliv na mikrobialni aktivitu nize mit také vyskyt toxickych kdva vysoké obsahy
soli v pide, coz dokazuji zary prace Balrich and Skotsky (1985). Extenzivnilsdna
kontaminace fd €Zkymi kovy (Pb) spolu s ropnym z&igténim (Mohn and Stewart 2000)
a vyuziti bakterialnich kmeénaklimatizovanych na tité koncentrace soli v prdetdi
(Mukherji et al. 2004) vSak nemusi mit na intenaittneralizace ropnych uhlovodik/liv.

Velka pozornost je v souvislosti s bioremediacesriovana problematice nedo-
stat&éné biodostupnosti polutants hydrofobnim charakterem. PovrcBoaktivni latky,
tzv. surfaktanty, maji schopnost redukovat povréhavmezifdzové n&f a zvysit tak

rozpustnost, mobilitu, biodostupnost a naslednaddagyradovatelnost hyrofobnich latek
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(Singh et al. 2007). Mnohoadnich mikroorganistin ma schopnost produkovat takoveéto
latky, nicmér pro stimulaci intenzity biodegradace je nutné exwy navysit jejich obsah
v padnim prostedi (Menendez-Vega et al. 2007). Laboratdiglo dosazeno vyznamného
navyseni biogenni mineralizace ropnych latek jgkisodnimi surfaktanty (Whang et al.
2008) tak s pouzitim u#te pripravenych produki (Nyman et al. 2007). V review Singh et
al. (2007) byl popsan proces extrakce povrehaktivnich latek z bakterialnich kultur

a jejich technologického vyuziti.

2.4.2. Biodegradatni potencial vybranych kmeni

Nebyly nalezeny zZadné konkrétni informace o paédndkmeneAchromobacter
xylosoxidans degradovat sisi ropnych latek zahrnujici alifatické a isopremdid
uhlovodiky. V odborné literate lze dohledat studie potvrzujici schopnost tohoto
bakterialniho kmene degradovat uhlovodiky aromati&odle Mougin (2002) jsou vyskyt
a schopnost tohoto kmene degradovat aromatické/aihiky vazany natay s pH blizko
neutralnim hodnotam. Ve studii Quan et al. (20049 bimto kmenem degradovano t&m
87,9 % 2,4-dichlorfenoludhem 30 dni trvajici kultivace. Tato studie zaioyeokazala
schopnost kmen&chromobacter xylosoxidamk®lonizovat nosny keramicky material.

V piipact kmeneBacillus subtilis byla potvrzena schopnost degradovat komplexni
smes ropnych uhlovodik Béhem 5-ti denni kultivace v tekutych mediich bylocilieno
v praméru 59% Ubytku ropné s#si, piicemz nejvySsi Ubytky byly zaznamenany ve frakci
C12Cz (Verma et al. 2006). Das and Mukherjee (2007) dodélboratorni kultivaci
kontaminované fy inokulované kmenenBacillus subtilis 29% degradace ropnych
uhlovodiku Ehem 60 dni trvajiciho pokusu. Po 120 dnech bylo tohoZstvi navySeno na
52 %. U kmendBacillus subtilisi dalSich zastugicrodu Bacillus byla potvrzena produkce
povrchow aktivnich latek (Singh et al. 2007, Das and Mujde2007). Zastupci tohoto
rodu se dote adaptuji na podminkyagniho prostdi kontaminovaného ropnymi
uhlovodiky (Rahman et al. 2003). Wsokatizptisobivost kmen@&acillus subtilisdolozili
i Mukherjee and Das (2005) kdy#i porovnani kultur tohoto kmene, vyselektovanych z
odliSnych progtdi (ropnymi uhlovodiky kontaminovanédy a kvasené potraviny) zjistili

odliSna distova optima (pH, teplota, salinita).
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3. Cile prace

Ex situ remediace kontaminovanychig je nakladny a zdlouhavy proces
doprovazeny rozsahlymi zasahy v predi. Proto je v poslednich dvou desetiletich
vénovana velka pozornost technologiimsitu. Oprotiex situmetodam jsou doprovazeny
minimalnimi zasahy do prasidi a znané redukuji finakni nar@nost remediace.

Ve spojitosti s remediacemi a@ kontaminovanych ropnymi uhlovodiky
technologiemiin situ se vyuziva firozeného biodegradaiho potencidlu gkterych
padnich mikroorganistin Firma MikroChem LKT Tebai, s pobékou v Ceskych
Budgjovicich, testuje v ramci vyzkumného projektu eieki technologie biotické PRB
pii dekontaminaci fd zne&isSttnych PAH a NEL. Biotickda PRB funguje na principu
svedeni kontaminované vody do r&aiho centra naptmého nosnym materidlem a na
ném prichycenym biofilmem tviienym mikroorganismy se schopnosti mineralizovahéop
uhlovodiky. Za delem ziskani vhodného biologického materialu bylgontaminované
pudy vyselektovany 4 kmeny, u kterych byla prokazaciaopnost utilizovat jako substrat
ropné latky (NEL).

Predlozena diplomova prace vyuzivéchito bakterialnich kmen pro studium
biodegradace nafty. Hlavnim cilem je posoudit, haout a experimentain overit
optimalni kultiv&ni podminky pro vybrany bakteridlni kmen. Zhodnegtkci tohoto
kmene na izné vlivy pidniho prostedi, jako nap teplotu, pH, salinitu, jitomnost
tézkych kowi, raizné pongry N/P, a posoudit potencial vybraného bakteria@nkmene
degradovat naftu vaznych podminkachtmniho prostdi s tim, Ze nafta bude jedinym
zdrojem uhliku a energiefipremediaci. Diplomova prace méa nasledujicich $ikich
cila:

1. Whbrat bakterialni kmen s nejlepSiniistovymi schopnostmi.
2. Pokusit se optimalizovat kultivaci vybraného kmene.
3. Wmezit fyziologické naroky a optimalnistové podminky.

4. Stanovit efektivitu vybraného bakterialniho kmen#& piodegradaci ropnych
uhlovodiki.
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5. Owitit identifikaci jiz za&azenych bakterialnich kméra pokusit se identifikovat

6.

jeden neznamy kmen pomoci analyzy profilu fosfdligkych mastnych kyselin
v bakterialnich bugtnych membranach (metoda MIS Sherlock).

Zhodnotit vSechny ziskané vysledky a na jejich agktoporwit, resp. navrhnout

optimalni podminky pro nasazeni vybranych bakteitél kmeri pro bioremediaci

kontaminovanychd technologii propustnych reaktivnich bariér.
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4. Metodika

4.1. Biologicky material

Bakterialni kmeny byly pro dely studie dodany na Sikmych agarech pracovniky
firmy MikroChem LKT, spol. s.r.o., febai. Pro ziskani tohoto biologického materialu byl
vybran areal terminalu firmy Slovnaft, a.s. (obearty Hricov, okres Zilina, SK), ktery je
kontaminovany latkami skupiny NEL, konkrétropnymi uhlovodiky G-Cyo a minoritré
zastoupenymi alifatickymi chlorovanymi uhlovodikylakami skupiny BTEX. Hlavnim
zdrojem kontaminace je motorova nafta (MikroChen®7)0 Z vybrané lokalitybyly
pracovniky firmy odebrany vzorky kontaminovanycbrist a zn€ist¢tné podzemni vody.
Tento material byl nasledrpredan pracovnikm VSCHT v Praze, kde byly vyselektovany
¢tyii bakterialni kmeny schopné utilizovat jako sultst@pné latky (NEL) z dodanych
vzorki. Kmen s pracovnim ozt@nim A se na pracovis@ieské sbirky mikroorganisim
(Masarykova univerzita v Ben Tvrdého 14, 602 00 Brno), které taxonomickéazani
provadtlo, nepodélo s pomoci dostupnych mikrobiologickych datab&mi knihoven
mikro-organisni identifikovat. Kmeny byly identifikovany na zakkadfenotypovych
a morfologickych test Zbylé ti kmeny s oznéenim B, C a D byly identifikovany jako
Achromobacter xylosoxidans, Bacillus mycoidespektiveBacillus sp Bakterialni kultury
byly béhem studie dlouhod@huchovavany na agarovych plotnadghgokojoveé teplot.

Z hlediska zdravotnich rizik patvSechnyctyii kmeny dle klasifikace WHO do
téidy |1, Cili mezi mikroorganismy pouZzitelné bez omezeni, pispbujici onemoami lidi
nebo zviat (MikroChem 2007)

4.2. Taxonomické z&mzeni bakterialnich taxémqmetodou Sherlock

Vzhledem k nepodané identifikaci kmene A byla provedena identif&aohoto
i ostatnich kmeil metodou MIS Sherlock (MIDI, Inc, USA). Tato meto@a zaloZzena
na GC analyze bidnych mastnych kyselin bakterialni kultury. Analygazdého vzorku
byla provedena ddma analogickymi postupy, klasickou cestou (MIS @pfiag Manual
2008) a pomaoci nové metody (Instant FAME User sdéW2008). GC nalyza zahrnuje
kalibraci pomoci MIS Sherlock standardu, reférého vzorku (CCM kmen,
Stenotrophomans maltophilia CCM 1639) a nasledri@niirprofilu mastnych kyselin
analyzovaneého kmene. Taxonomické&azani je ziskano po srovnani vysledku analyzy

neznamého kmene a knihovny znamych mikroorgahisintomto gipad byly pouzity
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knihovny pro aerobni bakterie verze TSBA 6.1. plasikcké zpracovani a RTSBA 6.1 pro
rychlou Instant. verzi. Vysledkem analyzy j&ifpzeni k druhu na zakladindexu
podobnosti (SI, similarity index). Hodnota S| roumebo vy3Si nez 0,5 a s rozdilem vySSim
nez 0,1 mezi fdpadnou dalSi druhovou nabidkou je povazovana Z&apnou pro
druhovou identifikaci (MIS Operating Manual 2008).

4.3. Pouzivané latky

VSechny latky pouzivané v této studii byigtoty p.a.Ve studii byla jako modelova
smés ropnych uhlovodik pouzivana nafta. Byla dodana firmou MikroChem LKT
a pochazela z jednoho zdrojeie® pouzitim byla nafta sterilizovana filtractep filtr

s porozitou 0,2 pm. Chromatogram nafty je na Obr. 3

Y
104 . standard nafty
’ pristan
_| c13 C14
o o8 ci1 C12 cs C16
g 0,67 10 c17 phytan
S c18
04 | ‘ | ‘) N J ) Co .
0,2+ ‘ | ‘
0,04 LJUJK)MLU‘A’NWW MJ‘WVM»JJ\ hwj‘w‘\’w“’m J 'le il LWJ‘F\M"M »‘»J' b, "W’m‘ﬂj "NJ L‘W WAW JLWAJMM \ k‘ A ) A
é 1|0 1|5 20

Time fmin.]

Obr. 3 Chromatogram standardu nafty

4.4. Kultivace

V pribéhu vSech pokusbyla jedinym zdrojem uhliku v mediu naftaidR kultury
byl studovan v 250 ml Erlemayerovychiliach obsahujicich 39,6 ml media a 0,4 ml nafty
(1 % v/v). Kultivace probihalaipteplot 21+2 °C naecipranichtrepakach s intenzitou
ttepani 130 rpm. Biodegradace nafty byla studova®@0/ ml Erlemayerovych kiiach
obsahujicich 99 ml media a 1 ml nafty (1 % v/, tpplot 28 °C a orbitalnimiepanim
rychlosti 160 rpm. Objem inokulafigavaného do jednotlivych systénbyl zvolen tak,
aby opticka denzita (OD) bakterialni suspenze ngtka pokusu odpovidalatiplizné
hodnot 0,2 (cca 4 ml inokula na 100 ml media).

Veskeré alternativy studovanych pramych, @i kterych byly hodnocenyistové
kiivky, byly béhem pokus zastoupenyiemi opakovanimi a jednim ,slepym* stanovenim

neobsahujicim inokulum. Mira biodegradace byla pogana Bhem 20 dni trvajiciho
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experimentu, kdy byly na kazdy z# bdkérovych termir (1., 7. a 20. den kultivace)
piipraveny ti systémy obsahujici kulturu a dva kontrolni systésez biomasy. Cela sada

byla extrahovana v den ogfo.

4.5. Hodnocenitistu a koncentrace békv bakterialni suspenzi

Pri kvantifikaci biodegradace byla v oglovych terminech stanovena hustota
bakterialni suspenze. Za timtaelem bylo ped extrakci odebirano 90 ul kultury
z kazdého pokusného systému. Toto mnozstvi byltedids naedéno 765 pl sterilniho
fyziologického roztoku a fixovano 45 pl 40% formelydu (kon&na koncentrace
formaldehydu = 2 %). Adekvatni mnoZstvi taktdeminého vzorku bylo obarveno pomoci
barviva DAPI (vysledna koncentrace 0,2 %) a zfilaoo es polykarbonatoveé filtry
s porozitou 0,2 pm (firma Durapore, U.S.A.). Potglob pomoci fluorescamiho
mikroskopu Olympus BX60 napitdno 400 a vice bakterialnich kln pricemz byl
zaznamendvan pet pcaitacich poli, na kterych bylo tohoto ¢io dosazeno. Pomoci
piepaitového faktoru mikroskopu pak bylo zéchto ddaj vypoéteno mnoZzstvi
bakterialnich bugk v 1ml pivodni kultury. RPed aplikaci fluorescé&niho barviva byl
vzorek sonikovan ultrazvukovymi pulzy. Tento postagll k rozbiti shluk burgk, které se
pii vysSich butcnych hustotdch v kulturdch téity, a homogenizoval tak vzorekigd
filtraci.

Rast bakterialni kultury byl &hem fyziologickych pokus hodnocen jako funkce
optické denzity bakteridlni suspenze. Absorbancé byhem pokug promgrovana
v dennim kroku (s vyjimkou vikeriyl po dobu 8-10 dni ip vinové délce 600 nm
(Mukherji et al. 2004). Pro &teni OD byl pouzit fistroj BioPhotometr (firma Eppendorf)
vyuZivajici plastové mikrokivety s minimalnim objem pro mgfeni 50 pl. B
jednotlivych ngérenich bylo z pokusnych systénodebirano 0,5 ml bakteridlni suspenze.
Doplikové byla neiena absorbancéistého media a s#si medium-nafta, aby mohla byt
provedena korekce hodnot n&enych Ehem dalSi prace.

V kazdém kroku byla absorbance pro jednotlivé é&yst prongiovana tikrat.

Z téchto hodnot pak byla jako aritmetickytpnér vypoctena hodnota optické denzity
charakterizujici systém v daném ¢&divém terminu. Pokud se jedna ¥erantienych
hodnot absorbance liSila odipnéru zbyvajicich dvou o vice nez 30 %, byla ze soubor
dat vypustna. Hodnota OD reprezentujici hodnotu studované gromé v grafech a ve
vysledcich byla vyp&tena jako aritmeticky @mér pramérnych hodnot OD pro kazdy
Z trojice pokusnych systémPro nazornost je postupi giskavani dat a jejich nasledném
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hodnoceni znazoén takto:

StUAOVANE PrOBMNE......c..viiieiie e ee e e sre e e e s rizny paset
POCEL SYSTEM ..uvviiiiiee et ie et e e e e e e e e e ranaeaaaee s 3 najednu hodnotu studované psmmé
hodnota charakterizujici jeden systémv danase................... @ z 3-nasobnéhodieni absorbance

hodnoty charakterizujici pramnou ve vyslednych grafech....@ z hodnot ziskanych pro jednotlivé systémy

Pred zahajenim pokusstudujicich tistoveé Kivky byla pokusk stanovena zavislost
odezvy absorbance na hustdtakterialni suspenze. V tomtdipad byl patet bakterii,
odpovidajici wtité absorbanci suspenze, stanoven metodou fluow&sicenikroskopie

stejnym zisobem, jaky byl pouzit vifpadt studie kvantifikujici biodegradaci.

4.6. Vybér bakteridlniho kmene s nejlepSimstovymi viastnostmi

Ze ¢ty kmeni, které byly k dispozici, byl vybran jeden kmen sjlepSimi
rastovymi schopnostmi ve smyslu rychlosti a setrvalagistu. Vykér vychazel
z predpokladu, Ze kmen vykazujici lepgstové schopnosti s naftou jako jedinym zdrojem
uhliku bude nejefektiw)si pii degradaci nafty a nejvho#si pro dalSi pokusy affpadné
vyuziti v praxi. Tomuto fedpokladu odpovidaji vysledky praci Mukherji et al. (2004)
a Vieira et al. (2007), ve kterych byl rozsah mtle ropnych uhlovodikmikroorganismy
zavisly na intenzé bakterialniho stu a jejich biomase. V¥b kmene byl proveden na

zaklad nékolikanasobného vyrového testu s délkou trvani 10 dni.

4.7. Fyziologické charakteristiky vybraného bakteriamkmene

4.7.1. Optimalizace kultivace

Pred zapoetim pokué byla znefena fistova Kivka vybraného kmene a posouzen
pribeh ristu a délka exponencialni faZestu. VSechny nasledujici pokusy byly na zéklad
téchto zjiseni inokulovany uproged exponenciélniustové faze, coz odpovidalo zhruba
40-70 hodindm po feackovani inokula z pevného agaru do tekutého medée Dyla
provedena série pokiuza &elem optimalizace kultivace kmene. Tyto testy zakaty:

a) optimalizaci slozeniistového media, b) posouzeni vlivu koncentrace naftyediu na
intenzitu Gstu, c) posouzeni vlivu substratu pouzitého pkultivaci inokula (nafta ~
gluk6za) na dalSiust kultury Bhem pokus v mediu s naftou, glukézou nebo ¢oma

zdroji uhliku.
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Na pracovisti VSCHT Praha byldippraci s bakterialnimi kmeny diskutovanymi
v této praci pouzivano basalt salt medium (BSM).bito pouzito i pi vybéru kmene,
kterym se tato studie déle zabyva (viz. odd. 3F@d dalSi praci s timto kmenem byly
vyzkouSeny il jiné alternativy medii za delem optimalizovat minerdlni sloZeni Zivného
roztoku. Kompozice alternativnich medii bylyepzaty z pracizabyvajicich se bio-
degradaci ropnych uhlovodiKMachin-Ramirez et al. 2007 — medium 1, Quan.e2@04
— medium 2, Mukheriji et al. 2004 — medium 3). ®loizmedii je uvedeno v Tab.1.

Tab. :
Slozeni rliznych variant mineralnich medii

koncentrace [ g/l]

medium 1 medium 2 medium 3 BSM
KH,PQ, 1,3 0,84 0,17 0,17
K HPO, 0,983 0,435 0,13
NH,CI 05 0,85
Na, HPO, 21 0,668
NaCl, 0,06
CaCl*2H,0 0,06 0,0275 0,00026
(NH,), SO, 0,48 0,71
Na,HPO, * 7H,0
MgSQ,* 7H,0 03 0,11 0,0255
FesQ * 7H,0 0,0239 0,0132 0,00025 0,0006
MnSQ, * 2H,0 0,000034
Na,MoO, *2H,0 0,000035 0,0002
CuSQ, *5H,0 0,000019
CoCL* 7H,0 0,000366
Znso, * 7H,0 0,0001
H,BO, 0,0003
MgCl, * 7H,0 0,34
MnCl, * 4H,0 0,0001
glukéza * 10
pH 6,6 71 7.3 7

* gluk6za byla pouzita jen whterych gipadech

Druhy faktor zahrnuty mezi optimaligai pokusy byl vliv koncentrace nafty
v mediu na #st kultury. Vzhledem k hydrofobni povaze nafty probiha jejilizdice
na povrchu mikroskopickych kapének, tzv. miceljcjgj tvorba je podftovana jak

trepanim pokusného media, tak produkci povréhaktivnich latek bakteridlni biomasou
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(Singh et al. 2001). MnozZstvi utilizované nafty nostvi energie a uhliku vyuzitelnych
pro nist je proto zavislé na celkové ploSe rozhrani nvezinou a organickou fazi.iiP
pokusu byl proto hodnocenst inokula v BSM mediu s 0,25%, 1% a 2% koncentnadty
(VIv).

P¥ipadny vliv pouziti odliSnych zdrdjuhliku (nafta ~ glukdza)ippripraw inokula
na fist kultury hem pokusnych kultivaci byl testovan pokusem, jetdegign je pro
piehlednost uveden v Tab.2. Jsou zde zahrnuty vSekbmpinace vyuZiti nafty nebo
glukézy Ehem kultivace inokula i nasledné pokusné kultivat®; bylo moZzné posoudit,

ktery zpisob ziskavani inokula a jeho pouZziti je nejvyh#sin

Tab. :
Experimentalni design - vliv zdroje uhliku na kattti inokula a jehotist lkthem pokusu

zdroje uhliku*

inokulum pokus pdet systém pocet slepych stanoveni
n g 3 1
g g 3 1
n g+n 3 1
g g+n 3 1
g n 3 1
n n 3 1

*n...nafta, g...glukdza, n + g...8mnafty a glukozy

4.7.2. Stanoveni optimalnich podminek pro fist vybraného bakterialniho kmene

Aktivita bakterialni kultury v iiznych podminkach prasdi, jako pH, salinita,
teplota, izné koncentrace zZivin nebdifpmnost &¢Zkych kowa, je ukujici pro posuzovani
miry vyuzitelnosti daného bakteridlniho kmene. Kot vybraného kmene byly kulti-
vovany v gradientech vSech vyse z#miych podminek. Vliv testovanych prémmych
na bakterialni biomasu byl hodnocen podigtovych Kivek.

Upravy pH na pozadované hodnoty byly provedeny gunkKOH a HSO,.
Vzhledem k Sirokému rozmezi phznych tym pad byly testovany nasledujici hodnoty
pH: 4,5, 5,5, 6,3, 7 a 8.fiPposuzovani efektu salinity naist inokula byla fipravena
media obohacena o NaCl v hmotnostnich koncentraxiih 0,5 %, 1,5 % a 4,5 %. Vliv
teploty na rychlost bakterialnihaigtu byl posouzen zacélem porovnani aktivity ijp

teplot blizké pidnimu prostedi s fistem i laboratorni teplat Pribeh ristu byl sledovan
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pii teplotach 10 + 1 °Ca 21 +2 °C.

Stanoveni narak na Zziviny bylo provedeno porovnavaninistovych Kkivek
bakterialnich kultur v mediich s upravenymi molérniponmery dvou zékladnich
limitujicich prvki, dusiku a fosforu. Molarni pafry téchto prviki byly upravovany nad
a pod urove zékladniho media (N/P = 2,54:1) &iva zpmisoby. Ri prvnim pokusu byla
navysovana koncentrace dusikiéi¢emz koncentrace fosforuigtala shodna se zakladnim
mediem, ve druhémijpact byla snizovana koncentrace fosforu, zatimco koimaee
dusiku se oproti zakladnimu mediu neémnita. V prvnim gipad byly prfi pokusu
s ohledem na literarni zdroje (Mukherji et al. 2DQdstovany molarni po&ny N/P
v mediich 1,25:1, 4:1, 8:1, 15:1 a 25:1. Ve drulgpact byly testovany molarni pogny
N/P 1,25:1, 5:1, 10:1, 20:1 a 40:1. RonN/P zakladniho media byl &li srovnani
piitomen v kazdém z experiméntlako zdroje dusiku i fosforu v roztoku byly pdyZi
shodné soli jako vijrodnim mediu, tedy NKCI, K,;HPO, a KHP Q.

Dopad pipadné kontaminace remediovan@y tZkymi kovy na #st kultury byl
simulovan obohacenimistového media o solézkych kowi Co, Pb, Cu, Cr. Pokus byl
doplrén o Fe a Mn jako kovydine se vyskytujici ve vySSich koncentracich v podzemni
vodach. Cilové koncentrace&Zzkych kowi byly zvoleny podle kritérii zakotvenych
v Metodickém pokynu odboru pro ekologické skody ¥996). Pro pokus byly vybrany
koncentrace spadajici pod kritérium B. To je defamm jako piblizny pramér koncentraci
rovnajicich se firozenym obsalm tchto latek v pirode (kritérium A) a koncentraci
téchto latek, které f@dstavuji zn&steni znamenajici vyznamné riziko ohrozeni zdravi
¢lovéka a slozek Zivotniho prasdi (kritérium C) (MZP 1996). Hodnoty kritérii pro
vybrané ¢zké kovy jsou shrnuty v Tab. 3. fipadt Fe a Mn, které nejsou monitorovany
jako rizikové kovy, byla koncentrace zvolena jalasetinasobek limitnich koncentraci pro
uzitkové vody na 3 mg/l respektive 2 mg/l. K dogdzgozadovanych koncentraci Kov
v mediich byly pouzity nasledujici soli: CoCt 7H,O, Pb (NQ),;, CuSQ * 5H,0,
K2Cr,0O7, FeSQ * 7H,0, MnSQ, * 2H,0.
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Tab. 3

Limitni koncentrace vybranych kidw podzemnich vodach

kritéria
kovy A B C
g/l Mg/l Mg/l
Co 20 100 200
Pb 20 100 200
Cu 20 200 500
Cr 1 35 75
Fe? * 3000
Mn*2 * 2000

tuéné tiSténé hodnoty pfedstawiji koncentrace kowl pouzité v praci
*.....nejsou monitorovany jako rizikové prvky

4.8. Analyza a kvantifikace procesu biodegradace nafty

Pokus byl roz8len do dvoucasti podle zfisobu, jakym byly ziskdny pokusné
kultury. V prvnim gipad byla kultivaci inokula v mediu s obsahem glukéiskanacista
kultura o koncentraci bwk fadow 10° na 1 ml. Ve druhém ifpads bylo nejprve
vyprodukovano inokulum v mediu obsahujicim naftkojgediny zdroj uhliku. Eti
mililitry této kultury byly pg‘ed zapeoetim pokusu inokulovany pokusné systémy. Poté byla
do takto pipravenych systéipridana nafta (1% celkového objemu). Pro odsinanlivu
nafty, jez mohla byt do pokusu zanesena s inokulsto, provedeno trojnasobné stanoveni
obsahu nafty v 5 ml inokula pouZzitého pro zaloZswkusu. Od vysledkanalyz extrakt

byla ziskana hodnota ogtena.

4.9. Extrakce a analyza extraikt

Extrahovan byl vzdy cely objem pokusnych sysiéBakterialni biomasa bylargd
extrakcemi v roztoku ponechana, aby nedoSlo k rdwmbweni vysledk disledkem
adsorpce kapének nafty na pelbgkterialni biomasy, pokud by byla biomasa z roatok
odstragna centrifugaci.

Pouzitym extraénim cinidlem byl dichlormethanpro GC (Merck). Extrakce
sestavala zigliti celého extrahovaného objemu ddi&ky a naslednéhattyinasobného
vytirepavani (vzdy po 15 ml) jak roztoku wlidce, tak i gvodni pokusné hiky,
extralkénim ¢inidlem. U systém obsahujicich bakterialni suspengegchézela vyepavani

10 minutova sonikace ve vodni lazni, aby byla r&@& maximalni vyiZznost extrakci.
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Filtraci organické faze fps vyzihany siran sodny nasledovalo ddpa veSkerého
extrakeniho ¢inidla na vakuové odparce. Odpaani bylo provaého za pokojoveé teploty.
Takto ziskané vzorky nafty byly fetkny 8 ml toluenu, fevedeny do vialek a uchovavany
pii teplot 4°C do doby, nez byly analyzovany.

Chromatografické analyzy byly prowity metodou GC-FID na ffstroji
HEWLETT PACKARD 5890 SERIES II. i#i® m¢teni byla pouzita kolona pro plynovou
chromatografii Zebron ZB-5MS od firmy Phenomenext@rsito parametry: délka = 30 m,
vnitini pramér = 0,25mm (df = 0,25 pm).

Teplotni program optimalizovany pro analyzy vZorafty nél nasledujici pikbeh:
60 °C— 15 °C/min— 200 °C — 7,5 °C/min— 275 °C. Po kazdé analyze se &k¥o
navysit teplotu kolony &hem promyvani nosnym plynem (He) na 300 °C po ddbmin.
Tim byly z kolony vymyty vSechny gdistoty a dé&élo se drzet vysoky standard
opakovatelnosti geni.

4.10. Posuzovani miry degradace

Chromatogramy ziskané analyzou extrahovanych vzdokly vyhodnoceny
pomoci programu Clarity, ktery je dodavaniksgrojovému vybaveni pro GC-FID firmou
DataApex. Program poskytuje krémautomatické integrace plochy jednotlivych
chromatografickych pik také moznost integrovat vybrané UuUseky chromatogram
manualg, podle pateby. Této moznosti bylo vyuZito viipac posuzovani degradace
nafty uvedené v této praci.friPhodnoceni byla integrovana plocha chromatogramu s
eluenim ¢asem 2,3 az 19,7 minuty. Tento Udaj byl bran jakazatel celkové koncentrace
nafty ve vzorku.

Mira degradace nafty byla ve studii posuzovana faddle diagnostickych pairi
n-Cy7/pristan an-Cyg/phytan (viz. odd. 2.2.3.). Také v tomtéigmcE byly piky grislusnych
uhlovodiki ruéné integrovany. B hodnoceni byla brdna vyské&chto piki jako gimi
ukazatel koncentrace dané latky ve vzorku.

Identifikace jednotlivych chromatografickych fpik-alkani byla provedena pomo-
ci standardu dodekanm-C,0) a hexadekanun{Ci¢). Standardy&hto uhlovodik byly
nejprve analyzovany jednottva poté metodou vifitiho standardu, kdy bylytidany do

vzorku natty.

26



4.11. Statistické hodnoceni dat

K hodnoceni ziskanych dat byl pouZzit program Stiga 8. Posuzovani rozdilnosti
rastovych Kivek v rdmci jednotlivych pokusbylo provag@no pomoci metody ,Repeated
measures ANOVA"“. B uvadni vysledki téchto analyz jsou v textu uvéay Gdaje o
hladiné vyznamnosti ,p“ a péet stugiu volnosti ,df*. Test byl povaZzovan zaikazny,
pokud bylo dosazeno hladiny vyznamnosti 0,05 aini¥Spripact posuzovani vlivu
substratu pouzitéhaotip kultivaci inokula (nafta ~ gluk6za) na dalsst kultury v mediu s
naftou, glukézou nebo éma zdroji uhliku (viz. odd. 3.7.1) byla k hodnocelait pouzita
metoda ,Factorial ANOVA®, tzv. dvoucestnd ANOVA. Kekterych gipadech byly tyto
statistiky dopldny o mnohoroz@érné porovnani dat provedené v ramci pouzitych
statistickych metod, coZz poskytuje mozZnost #bedi riznych alternativ pokusu (n&p
raizné hodnoty pH) do statisticky navzajem odliSnykbhpin. O rozdleni do skupin podle
vzajemné podobnosti se zde rozhoduje na zékladnoty ,DV mean“ (,pimérna
odchylka®).
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5. Vysledky

5.1. Identifikace kmefli metodou Sherlock

Metodou Sherlock se poila identifikovat kmeny A, B a C, kmen D na metodou
piedepsaném agaru nerostl. @& provedenymi postupy extrakci Banych mastnych
kyselin bylo dosazeno shodnych vyslédinalyz. Kmeny byly identifikovany nasledan
kmen A —Bacillus cereugSI = 0,71), kmen B -Rhodococcus erythropol(§1 = 0,756),
kmen C - Rhodococcus erythropoligSl = 0,529). Vzhledem k hodnotam indexu
podobnosti uvedenym v zavorkach se jedna o spuetelaipfikazné vysledky. Pouze u
kmene C je hodnota indexu nizsi, nicraétale v rozsahu, ktery indikuje dobrou shodu s
mikroorganismy vedenymi v databazi vyteaé pro Gely metody Sherlock (MIS
Operating Manual 2008).

5.2. Vybér kmene s nejlepSimiastovymi schopnostmi

Béhem vylkErovych kultivaci bylo u vSech kmérdosahovano podobnéhoapéhu
rastu, odliSnosti se vyskytly hlagnv maximalnich hodnotach absorbance, kterych bylo
béhem pokusu dosahovano. To platilo zejména o krBawillus sp. (kmen D), ktery rostl
vyrazre méré nez zbylé #i kmeny. Tento kmen byl také jediny, jehoist byl po
vzajemném porovnani statisticky vyznatmodliSny od @istu zbylych #i kmeni.

Kmeny s pracovnim oztanim A, B a C (neidentifikovany kmeAchromobacter
xylosoxidansa Bacillus mycoides nebyly po vzdjemném porovnanistovych Kivek
statisticky vyznamé odlisné (p = 0,789, df = 2,6), na zakdgahibéhu nistu a rovnordr-
nych vysledk béhem vSech pokusbyl vSak pro dalSi praci vybran kméchromobacter
xylosoxidans VSechny dalSi vysledky prezentované v této stediivztahuji k tomuto

kmeni.

5.3. Korelace optické denzity s koncentraci bakteridiriarek

Jak je patrné z Obr. 4, absorbance bakteridlmpesize porrné dokie korespon-
duje s koncentraci bakterialnich klrv kulture. Az do hodnot optické denzity kolem
1,3 Ize povazovat zavislost mezi koncentraci¢ckua absorbanci kultury za linearnii P
vySSich hodnotdch OD bakterialni suspenze nez #e8tgva byt vztah linearni aip
interpretaci vysledk by mohlo dojit k mirnému nadhodnoceni vysledk tak nicmeés
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Obr. 4 Korelace optické denzity s koncentracitédilnich busk v kulture kmeneAchromobacter
xylosoxidans.

5.4. Optimalizace kultivace

5.4.1. Optimalizace sloZeni kultiva&nich medii.

Srovnani #stovych kivek kultur ve étyfech vybranych kultivéenich mediich
je znazorgno na Obr. 5. Krom media 1 doSlo ve zbylychetch mediich k powing
rychlému navySeni optické denzity na 2,5 nasobekbbz péatku pokusu (z OD 0,12 na
OD 0,27). U medii 2 a BSM byl po cca 50 hodinachikace nafist nasledovan poklesem
az na peéateini hodnoty. Jedinym mediem, ¥mz byly hodnoty absorbance bakterilni
suspenze vyrovhané po celou dobu pokusu, bylo nmredu Toto medium bylo také
pouzito pro vSechny dalSi kultivace provedené @ studii. Rozhodnuti pouzit medium 3
bylo také podpieno statistickym vyhodnocenim pokusu. Rozdilnoskzinmeedii byla
vysoce prokazatelna (p = 0,0000, df = 3,6), z mndsobného porovnani medii vzeSly dv
skupiny, prvni tvéena mediem 1 a druha, zahrnujici zbylartedia. Ve druhé skupinse
potom od zbylych dvou liSilo nejvice pramedium 3(DV mean pro medium 3 = 0,21, pro
medium 2 = 0,176, pro BSM = 0,173, pro medium 1100).
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Obr. 5 Pithe¢h ristovych Kivek v zavislosti na sloZzeni pouzitého media

5.4.2. Vliv koncentrace nafty v Zivném mediu na fist kultury

Whodnocenim pokusu byl potvrzen vliv celkové kamicace pidaného
hydrofobniho substratu (nafty) na nasledrigtroptické denzity kultur. Jak je patrné
z Obr. 6, pidavek malého mnoZzstvi nafty (0,25 % v/v) do Zivméiedia limituje st bio-

masy.

absorbance 600 nm.

0,0
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- -~ V
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Obr. 6 Vliv koncentrace nafty nast kultur v Zivném mediu

Doplréni media o naftu na koncentraci 1 % a 2 % (v/v)y8do rychlost a inten-
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zitu rastu biomasy. B téchto dvou koncentracich probihalst prakticky sou&Zn¢ az
do 150. hodiny trvani pokusu, poté doSlo u mediejgyssi koncentraci nafty k mirnému
poklesu OD.

5.4.3. Optimalizace kultivace a inokulace

Na Obr. 7 znazawjicim vysledky tohoto pokusu jsou patrné dskupiny fisto-
vych kivek. Kultury vykazujici intenzivnitst, zobrazené v horgésti grafu, maji jeden
spol&ény ukazatel — inokulum bylo kultivovano v mediu absjicim glukézu a v pokus-
ném mediu byla obsazena nafta. Ve spodni skugistovych kivek Ize odliSit Kivky
kultur, které byly kultivovany fed inokulaci i Bhem pokusné kultivace v mediu
se shodnym substratem (Gg nebo Nn), kidek kultur, jejichz inokulum bylo kultivovano
s naftou jako jedinym substratemag®oveé Kivky prvné jmenovanych kultur se od zbylych
dvou [iSi vyrazgjSim nahstem optické denzity dmem prvnich 50 hodin kultivace

a vyrovnanym pibéhem absorbance po zbytek pokusu.
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Obr. 7 Rist pokusnych kultur kmenAchromobacter xylosoxidans zavislosti na typu substratu
pouzittho Bhem gipravy inokula a &hem nasledné pokusné kultivace. Velka pismena &nl¥g
oznauji typ substratu pouZzitéhostem pokusu (G-gluk6za, N-nafta, GN-glukdza i naftalzZng),
mal& pismena oznaji typ substratu pouzitéha&hem kultivace inokula (g-glukéza, n-nafta).
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Statistické hodnoceni pokusu mnohonasobnym poréommgmotvrdilo Fedeslée
zawry a rozalilo pokusné alternativy do dvou skupin. V jednéigike byly kultury, které
vzesly z inokula vykultivovaného na nat které byly Bhem pokusu kultivovany s jinym
substratem nez tomu bylo u inokulagiové kivky oznaené Gn a GNn). Zbylé&istové
kiivky (Gg, Nn, GNg a Ng) byly ve druhé, od prvnitsacky odliSné, skupi&

5.5. Rast bakterialni kultury  simulaci vybranych podminek prostli —
vymezeni optimalnichistovych podminek

5.5.1. EfektpH

Z testovanych hodnot pH byl nejvyr&gi rast patrny v mediu s pH 7.fiPtéto

OIS

k Gtlumu fistu doSlo aZz po cca 180 hodinich kultivacs. pH 8 byl st zp@éatku
pozvolny, vyvrcholil cca po 100 hodinach kultivapak ale doSlo k vyraznému a trvalému
propadu absorbance. Hrani hodnotou, P které nedoslo k prakticky Zzadnému istu,
bylo pH 6,3. OB dw¢ hodnoty pH v kyselé oblasti (pH 5,5 a 4,5) inhilgwist a kkhem
celé doby kultivace byl zaznamenan pokles absoghdRistové Kivky kultur v mediich

s riznym pH jsou zachyceny na Obr. 8.
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Obr. 8 Ristové Kivky kultur kmeneAchromobacter xylosoxidan®i kultivaci v mediich s uprave-
nym pH.
Statisticky test vysoce jtkazre (p = 0,000031, df = 4,7) potvrdil vliv pH naiih

rastu absorbance kultur. Mnohondsobné porovnani ¢litedhodnoty pH do dvou
navzajem odliSnych skupin, prvni ¥y hodnoty v kyselé oblasti pH 4,5 a 5,5 (DV mean
pro pH 5,5 = 0,164, pro pH 4,5 = 0,208) , druhoylehii hodnoty pH (DV mean pro
pH 6,3 = 0,24, pro pH 8 = 0,243 a pro pH 7 = 0,258)

5.5.2. Efekt salinity

Efekt soli gidanych do kultivénich medii z&al byt dolie patrny cca po 50
hodinach kultivace, kdy doSlo k vyraznému &edi nistovych Kivek kultur kmene
Achromobacter xylosoxidampgstovanych bez NaCl nebo jen s minimalnifidavkem této
soli a kultur s vySSi koncentraci NaCl v mediictatithco kultury v mediich s vysSi
koncentraci soli vykazovaly t&in okamzity pokles absorbance, u kultur s nizkym
obsahem soli (0,5 %) byl patrn§st. V mediich s nulovou salinitou byl rovnémy nist
patrny po dobu cca 100 hodin, poté doslo k mirnémiéeni optické denzity bakterialni

suspenze. &stove Kivky kultur v mediich sitiznou salinitou jsou zachyceny na Obr. 9.
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Obr. 9 Ristové Kivky kultur kmeneAchromobacter xylosoxidamsi kultivaci v mediich stiznou sali-
nitou.

Statistické hodnoceni pokusu vySlaikeizre (p = 0,00038, df = 3,6), vliv salinity
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byl tedy statisticky potvrzen. Podlg¢akavani byly kultury po mnohonasobném porovnani
roz&kleny do dvou skupin. Skupiny tiity kultury kultivované v mediich se salinitou 0 %
(DV mean = 0,211) a kultury kultivované v presti s 1,5% a 4,5% salinitou (DV mean
= 0,147 respektive 0,131). Media s 0,5% koncentNaCl nebylo mozné na zakkad

mnohonasobného porovnaiiipdit ani do jedné ze skupin (DV mean = 0,171).

5.5.3. Efekt teploty

P porovnani @istovych Kivek kultury kultivované @ teplog& 10 °C a 21 °C (Obr.
10) je patrny shodny fib¢h rastu kultur. Proti éekavani nicméhdoslo k vyrazgSimu
rastu u kultur gstovanych fi nizsi teploé. Tento rozdil byl potvrzen i statistikou,cemz
swed¢i hodnota p = 0,018 (df = 1,6).
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Obr. 10 Vliv kultiv&ni teploty na pkbéh rastu kultur kmenéchromobacter xylosoxidans.

5.5.4. Efekt pridany kovi

Rast kultur v mediich s jidavkem soli Co, Pb, Cu i Cr byl ve srovnani
s kontrolnimi kulturami, kultivovanymi beziipavku kovu, inhibovan. Podobny gih
meél rast kultur v gitomnosti vSechéthto kovi — pozvolny nékst absorbance byl patrny
po dobu cca 70 hodin, poté doSlo ke stagnasiura po zhruba 120 hodinachéalka
opticka denzita klesat. Natifené fistové Kivky jsou graficky znazormy na Obr. 11.

Ristové kivky v mediich obohacenych o soli Fe a Mn vykazgvaldlisny
charakter. Zatimco vifpad® manganu bylirst intenzivni a tégf totozny s fistem kultur
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v kontrolnim mediu, u kultur obohacenych o Fe déShejvyraz®jsi inhibici nistu.

Vliv kova na st kultur kmeneAchromobacter xylosoxidansySel vysoce
prikazreé (p = 0,00000, df = 6,6). Metoda mnohonasobnéhoyamni rozdlila testované
kovy do ¢étyt skupin podle miry vlivu. Mn byl seskupen s komiah mediem (DV mean
pro kontrolni medium = 0,983, DV mean pro Mn = GPtoZ s¥dci o zanedbatelném
vlivu tohoto kovu v dané koncentraci nast kultury. V dalSich dvojicich kdvs vlivem
statisticky oddlitelnym od vlivu ostatnich skupin byly podle zvyi&iho se vlivu naist
kultur Cr a Cu respektive Co a Pb (DV mean pro ooy = 0,646 a 0,638 respektive
0,526 a 0,528). Zelezo bylo podle vyslédgokusu prokazatetnnejvice inhibujicim
kovem (DV mean = 0,31).
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Obr. 11 Rist kultur kmeneéAchromobacter xylosoxidansmediich obohacenych &které tZké kovy,
Zelezo a mangan.

5.5.5. Naroky na Ziviny

Laboratorni pokusy byly navrzeny tak, aby bylo m@&tanovit optimalni poén
N/P a limitni koncentrace B P, inhibujici fist pokusnych kultur. V prvni sérii pokusnych
kultivaci byl upraven pogr N/P zrménou koncentrace zdroje dusiku nad a pod ggdwiP
v pokusném mediu. Podle Obr. 12, zachycujicilistavé Kkivky kultur v mediich
s poznmgnénymi pontry N/P, je patrny vliv porru hlavnich Zivin na optickou denzitu

bakterialni suspenze. Nejvyra&psi nadst byl zaznamenan u zakladniho media sg@em
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N/P 2,54:1. U jediné pokusné alternativy s goem N/P pod Urovni zakladniho media
(N/P = 1,25:1) byl po p@atenim nafistu absorbance zaznamenan brzky propad, ¢dem
swede¢it o nizké dostupnosti dusiku v mediu. U vySSicim@gra N/P 4:1 a 8:1 nedoséahl
narist absorbance bakteridlni suspenze takovych hoghaiat u zakladniho media,
dosazené hodnoty se nicr¢éhechem dalSiho mibéhu pokusu vyrazh nesnizovaly,
zejména v fipack poneru 8:1.

V piipadt pomeru N/P 15:1 byl nagien lehky naist absorbance nasledovany
propadem na inokutai hodnoty optické denzity. Nejvyssi p&mN/P vykazoval od

pocatku ve vSech pokusnych systémech propad absorbance

0,5

absorbance 600 nm

0,0
0 50 100 150 200
¢as [hod]
== % =z - <
2,54:1 (z) 1,25:1 4,0:1 8,0:1 15,0:1 25,0:1

Obr. 12  Pibehy absorbanci kultur kmen&chromobacter xylosoxidansangtenych v mediich s
razny-mi pongry N/P. Zneny poréru bylo v mediich dosaZzeno zvySovanim koncentrasgékd.

Vliv riznych pongri N/P v roztoku Zivnych medii ovlivnilist kultur, coz je velmi
dohkie patrné z hodnoty hladiny vyznamnosti p = 0,00900tené Statistikou ifp posu-
zovani ptib¢hu rastu veéase (df = 5,6).

Kromé navySovani pogru N/P pomoci zvySovani koncentrace zdroje dusidu b
také proveden pokus z&alem stanoveni limitniho pafru N/P sniZzovanim koncentrace
fosforegnani pod Urové zkladniho media. ®tové Kivky kultur v takto pozminénych

Zivnych mediich jsou znazamy na Obr. 13.
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Obr. 13  Pitbehy absorbanci kultur kmen&chromobacter xylosoxidansangtenych v mediich s
razny-mi pongry N/P. Zneny ponéru bylo v mediich dosaZeno sniZzovanim koncentrasfofu.

Z obrazku je patrné, Ze nejvyr&psi a nejvyrovnagjsSi rist byl dosazenip poneru N/P
5:1 nasledovany potry 2,54:1 a 10:1. Poén 1,25:1 v mediu s nefiSi nabidkou dusiku
i fosforu vykazoval potkud prekvapiv pokles optické denzity, st&jnako tomu bylo
uN/P 20:1 a 40:1. Statistické hodnoceni vySl@&tgprikazre, hodnota p = 0,00046

potvrzuje hypotézu, zézné pondry N/P maji vliv na st kultury.

5.6. Biodegradani efektivita kmene Achromobacter xylosoxidans

5.6.1. Degradace nafty kulturou kmene Achromobacter xylosridans

MnozZstvi rezidualni nafty dnem pokusu s naftou jako jedinym substratem je
znazorrno na Obr. 14, mnoZstvi rezidualni nafty v pokusukterém byla nafta dopina
0 glukozu je znazoemo na Obr. 15. Data reprezentujiupery z duplikovanych r&eni
v pripadt kontrolnich systéiin respektive piméry z trojice néfeni v gipac pokusnych
systénii, obsahujicich bakterialni biomasu.
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Obr. 14 Degradace nafty v medibseaci alternativniho substratu
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Obr. 15 Degradace nafty v mediu s glukdzou jdierrmativnim substratem.

V obou grafech je pomoci chybovych sk vyzng&en rozsah minimalnich a maximalnich
namétenych hodnot. Jak znazoii Obr. 16 a 17, v obou dvouipadech byl zji&ny
Ubytek nafty podobny. Vifpac media bez dopjkového substratu bylo po 7 a 20 dnech
pokusu degradovano bakterialni biomasou 15,6 %ektisie 16 % z celkového mnozstvi
dodané nafty. Pokusné kultury kultivované v medglukézou i naftou degradovaly po 7 a
20 dnech pokusu 12,7 % respektive 18,7 % z dodaméia¥stvi nafty. Ribézny vyvoj
degradace v odibovych terminech je d@b patrny z kombinovanych chromatogrtam
piiloze (Riloha | a ll).
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Obr. 16 Kvantifikace ubytku nafty abiotickymi atami, celkového Ubytku nafty (zahrnuje abiotické
ztraty i degradaci) sistého Ubytku zafiinéného degradaci. Graf zobrazuje vysledky kultivareke
Achromobacter xylosoxidassnaftou jako jedinymistovym substratem.
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Obr. 17 Kvantifikace Ubytku nafty abiotickymi atami, celkového Ubytku nafty (zahrnuje abiotické
ztraty i degradaci) sistého Ubytku zafikinéného degradaci. Graf zobrazuje vysledky kultivaceke
Achromobacter xylosoxidansmediich obohacenych o glukozu.

Na Obr. 16 i 17 je ddle patrny podil abiotickych ztrat. Ty byly ¥ipadt pokusné
alternativy s absenci glukézy 5 % a 14,3 % proespektive 20. den trvani pokusu.
V pripact kombinace glukézy a nafty v Zivném mediu byly dloké ztraty 7. a 20. den
trvani pokusu 7 % a 12,5 %. Z uvedenych dat jengatozdil mezi obma pokusnymi

alternativami. Zatimco v prvnimripact byl rozdil mezi ztratami nafty degradaci 7. a 20.
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den minimalni a &Sina utilizovaného substratu byla odbourasiaeln prvnich sedmi dni,
u pokusu kombinujiciho dva substraty doslo k vyésmn Ubytku nafty jak &hem prvnich
sedmi dni, tak i v nasledujicich dnech trvani pokus

Koncentrace bakterialni biomasy byléhbm celého pokusu o jeden az daay
vySSi v kulturach kultivovanych v mediich se é&mym substratem nez v mediich
kultivovanych pouze s naftou. Co se&dyznen koncentrace bakterialni biomasyghem
pokusu, doSlo v pokusnych systémech s naftou @&mgsth s kombinovanym substratem
k opanému trendu. Zatimcofippokusu s naftou byl 7. den pokusu zaznamenafshar
mikroskopickych poti bakterii nasledovany vyraznym poklesem ke konckupa
(viz. Obr. 18), u systéins kombinovanym substratem byl 7. den pokusu zaenam
pokles mikroskopickych @i bakterialnich bugk nasledovany vyraznym rigtem (viz.
Obr. 19).
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Obr. 18 Zmny mikroskopickych péti bakterialnich bugk béhem pokusu s naftou.

V pripact Obr. 18 i 19 jsou demonstrované hodnotynmiry z trojice hodnot
reprezentujicich jednotlivé pokusné systémy odekaia 0., 7. a 20. den pokusu. Chybové

Useky znazotiuji minimalni a maximalni naéhené hodnoty.
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Obr. 19  Zminy mikroskopickych pé&t bakteridlnich butk béhem pokusu s naftou dogimou
0 glukozu.

5.6.2. Zhodnoceni degradace pomoci diagnostickych pafmi n-C17/pristan a
n-C18/phytan
Diagnostické porry byly porovnavany mezi jednotlivymi odimvymi terminy
a mezi kontrolnimi a pokusnymi systémy v jednomddém terminu navzgjem. Z dat
uvedenych v Tab.4 neni patrny Zadny trend vyvognbo danych pogra v ¢ase. Rozdily
mezi kontrolnimi a pokusnymi &enimi v ramci jednoho odbového terminu nejsou

vyznamne, stefhtak je tomu i v pipact porovnani mezi 0., 7. a 20. dnem trvani pokusu.

Tab. 4

Pongry n-C17/pristane a-C18/phytane hem pokusu stanovujiciho biodegradeefektivitu vybraného kmene

varianta pokusu pouze s naftou

@ 0.den —standard @ 7.den —kontrola @ 7.den - pokudd 20.den - kontrola @ 20.den - pokus

n-C/pristane 171+ 0,01 1,65t 0,03 1,71+ 0,03 1,68t 0,02 1,69 0,04
n-C/phytane 1 45+ 0,04 1,48+ 0,03 1,53+ 0,01 1,47 0,01 1,52 0,00

varianta pokusu s naftou a glukézou

n-C/pristane 1,74+ 0,03 1,72+ 0,04 1,76+ 0,03 1,72+ 0,01 1,76+ 0,04

n-C/phytane 153+ 0,02 1,51 0,01 1,49 0,02 1,52+ 0,00 1,54+ 0,01
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Mirny rozdil je mozné zaznamenati porovnani hodnot po#éna n-Ci//pristan
an-Cyg/phytan mezi jednotlivymi pokusy. V pokusné variastnaftou i glukézou nabyvaji
udavané powry obecr vysSich hodnot nez v pokusné vartéakide byla jedinym zdrojem
uhliku a energie nafta.
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6. Diskuze

6.1. Identifikace bakterialnich kmén

Rozdilnost taxonomického izzeni testovanych kmémiznymi metodami bohuZzel
nemize byt diskutovana vzhledem k faktu, Ze nejstesg znamy metody, jakymi byla
identifikace provedena na pracoviSiské shirky mikroorganisim | pies snahu dohledat
dokumentaci nebylo nalezeno oZemi, pod kterym byly kmeny na pracovigtieské
sbirky mikroorganisrin identifikovany a nepoddo se tedy zjistit pesnou metodiku
identifikace. Jisté je nicménto, Ze taxonomické teni bylo provedeno na zakkad
fenotypovych a biochemickych téstTento gistup je zaloZzen na fyziologickych a
morfologickych projevech danych kultur a jeho pinje tedy vyraza odliSny od analyzy
sloZeni buscnych mastnych kyselin, jeZ vyuZiva systém Sherlock.

V celé gedloZzené praci je pouzivano taxonomickéazani utené i identifikaci

na pracovistCeské sbirky mikroorganisim

Tab. 5

Vysledky identifikace kmehziskané metodou Sherlock a podle CCM

kmen Sherlock CCM

A Bacillus mycoides nepodéena identifikace

B Rhodococcus erythropolis Achromobacter xylosoxidans
C Rhodococcus erythropolis Bacillus subtilis

D nepodéena identifikace Bacillus sp.

6.2. Vybér kmene podletstu

Z vysledki vybérovych pokug Ize vyvodit, Ze vSechngtyti kmeny jsou schopné
rastu na naft jako jediném zdroji uhliku a energie. To odpovidaysledikim testi
biodegradaniho potencialu uéthto kmeri provedeného na VSCHT Praha (MikroChem
2007). V gipadt kmene weného jakdBacillussp. (kmen D) bylist nejmés intenzivni,
zatimco u zbylychit kmen — neidentifikovaného (A)YAchromobacter xylosoxidar{B) a
Bacillus subtilis(C) byl rist intenzivigjSi. | kdyZ na uvedeném pracovisti nebyistr
hodnocen prowgtovanim optické denzity kultivovanych kultur, ale uge znénou

koncentrace buik v kulturdch na zstku a na konci pokusu &wijiciho schopnost
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degradovat ropné uhlovodiky, byl trendisiu koncentrace bgk béhem pokusu shodny
se zavry vybérovych pokud provedenych v ramci této diplomové prace. Ngjvnanst
burgk byl zaznamenan u neidentifikovaného kmene A a nanéchromobacter
xylosoxidansktery byl pouZzit pro &ely této diplomové préace, naslédpotom u kmet
Bacillus subtilisa Bacillus sp. (MikroChem 2007). Tyto vysledky nemohou byt zéggem
porovnavany vzhledem k odliSnému pojeticelin pokus, swdci nicmére o nistove

aktivité jednotlivych kmei v prostedi obohaceném o naftu.

6.3. Optimalizace kultivace kmene Achromobacter xylodaris

Vysledky pokusu srovnavajicih@st kultur kmeneAchromobacter xylosoxidane
¢tyfech mediich stznym sloZeni mineralnich soli vyléilpouZiti media 1. Toto medium
je ze ¢tyk testovanych variant nejchudsi ve smysluétpo nutrienti, které jsou
bakterialnimu #istu k dispozici. Vzhledem k fb¢hu ristu kultur v mediu s obsahem iént
Fe v pokusu popsaném v odd. 4.7.2. a 5.5.4., kdeatsy v pitomnosti Zeleza sith
inhibovan, a kde byla koncentrace tohoto kovu podglako v mediu 1 (viz. Tab.1, Tab.3
a odd. 5.5.4.), je mozné nizkou intenzitistu v mediu 1 povazovat za nasledek vysoké
koncentrace pravtohoto prvku. V mediu 1 je zhruba o dtéy vysSi koncentrace Fe nez
v mediich vykazujicich nejlepsist (media 3 a BSM). DalSim faktorem, ktery mohl nat
inhibici rastu kultur kmeneAchromobacter xylosoxidans mediu 1vliv, je pH tohoto
media. To bylo ve srovnani s ostatnimi medii n{p#l = 6,6) a ve srovnani s pokusem
posuzujicim vliv pH naist biomasy kmene blizko hodnotam pH padjécich st (viz.
odd. 5.5.1.). Ostatntitmedia, & odliSna skladbou mineralnich soli (zejména medium
bylo minerélg bohatSi nez medium 3 a BSM), vykazovala podolirsy kultivovanych
kultur.

Omezena biodostupnost hydrofobnich organickyaklato mikroorganismy fize
byt vyznamny faktor limitujici proces biodegradgGaiha and Jaffe 1996)¢Bem tepani
pokusnych medii sice dochazi k rozptyleni substiétwodného roztoku v podélmicel,
degradace fiZze nicmén stale probihat pouze na omezené ploSe fazovéwarnizvoda-
hydrofobni substrat nebo na j&mezesjSim zdroji uhlovodik, které byly ve vodném
prostedi rozpudiny (Singh et al. 2007). fT pokusné koncentrace nafty (0,25 %, 1 %
a 2 % v/v) v pokusnych mediich tytdgapoklady potvrdily (viz. odd. 5.4.2.). Intenz§y$i
rast optické denzity bakteridlni kultury v mediichvygSSimi koncentracemi nafty &i
0 WtSim mnoZstvi organického substrattispupného pro utilizaci bakterialni biomasou.
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Nekteré bakterialni kmeny maji schopnost produkovavrghow aktivni latky, tzv.
surfaktanty. Produkcecthto latek nad hodnoty CMC (critical micelle contration) ntize
snizit povrchové napi mezi fazemi a navysSit tak rozpustnost a biodustst
hydrofobnich substrat(Whang et al. 2008). KmeAchromobacter xylosoxidansak ve
vyctu mikroorganism schopnych produkovat povrchoaktivni latky, uvedeném v praci
vypracované Singh et al. (2007), chybi. Absencetrlaprodukce povrch@vaktivnich
latek mize byt nahrazena uym dodanim povrchay aktivnich latek do konta-
minovaného prosgedi. Pokus# tak bylo dosazeno navysSeni intenzity biodegradBeal
and Betts 2000, Rahman et al. 2003).

Pokus, ktery @l za (&el posoudit vliv zgsobu kultivace inokula ve smyslu
pouzitého zdroje uhliku (energeticky bohatd a soadifijatelnd glukdéza vs ife
utilizovatelnd a &ko dostupnd nafta) na dalSist kultury kmeneAchromobacter
xylosoxidansv mediich se stejnou nabidkou substriko @i kultivaci inokula plus
kombinaci &chto dvou substrat poskytl zajimavé informace. Prokazatehejvyrazgjsi
rast vykazovaly kultury v mediich, kde bylo inokulymedkultivovano v Zivném roztoku
obsahujicim glukézu a néasledbylo vyuzito k zalozeni pokusu, kde byla jako $tdis
k dispozici nafta (viz. odd. 5.4.3). To bylo pré&pddobré zpisobeno vyvinutim
enzymatického aparatu na energeticky vyhodném igubsPo peneseni takovéto kultury
do prostedi vyZzadujicim fijem a zpracovanitite vyuzitelného zdroje uhliku a energie je
enzymaticky vybavena biomasa schopna rychlefiiangji degradovat nabidnuty substrat
a vyuZivat jej ke svémuistu. Podobny jev byl zaznamenan i pegkovani kultury z
agarovych ploten obsahujicich glukézu (agary byljngho mineralniho slozeni jako
tekuta kultivé&ni media) do mineralnich medii obsahujicich jaldrje zdroj uhliku naftu.
Preatkovani kultury nasledoval intenzivni idt optické denzity tekutych kultur, nicm#&n
po vyuZziti této rychle narostlé biomasy k inokulaglSich pokus kde byla zdrojem
uhliku ot pouze nafta, jiz tak vyraznyist nevyvolalo. To je takéigodem, pré vétSina
rastovych Kivek prezentovanych v této studii dosahla maximazZbiuba na trojnasobku
inokulaénich hodnot OD. Tento #Zgob zakladani pokusbyl zvolen s ohledem na
piipadné budouci aplikace vyslédks praxi, kdy by degradace ropnych uhlovadik
probihala bezifftomnosti energeticky bohatého substratu, jakygiy&oza.

Ve spojitosti s touto problematikou je nutné okomogat také dalSi vysledky tohoto
pokusu. Druha skupina pokusnych kultur vykazovaexgné vyrazny naiist absorbance
na zhruba trojnasobek inokdtdch hodnot OD &hem prvnich 50 hodin kultivace

(OD = 0,3), potom st stagnoval az do konce pokusu Behto hodnotach. Ve vSech

45



piipadech se jednalo o kultury, které bylghbm gipravy inokula i Bhem nasledného
pokusu kultivovany na stejném mediu. To je zvlaZejména v fipact glukozy, protoze
puvodni hypotézy fedpokladaly nejvyrazijsi rast pra¥ v pritomnosti tohoto substratu.
Béhem kultivaci s glukézou jako jedinym substraterakvbylo paradox® dosahovano
nerovnondrného a casto nefilis vyrazného istu kultur, zejména ve srovnani
s kultivacemi, kde byly kultury figneseny z medii obsahujicich glukézu do medii
obsahujicich naftu. NejhorSi vysledky, co se initgnaistu optické denzity bakterialnich
kultur ty¢e, vykazovaly pokusné systeémy, v nichZ byloritgmnosti glukézy kultivovano
inokulum vyprodukované pouze vifpmnosti nafty. Vys#tlenim této tendence by mohla
byt tzv. substratay indukovana smrt. Tento jev se vyskytuje vippd preneseni
mikroorganisni z negfiznivého prostedi do podminek s vysokou nabidkou energeticky
bohatého a lehko vyuZitelného substratu. Baktdribliiky nejsou schopny redukovat
piijem tohoto substratu a umiraji nasledkem hramag@rodukfi viastniho metabolismu
(Ambroz 1986).

6.4. Rastova optima kmene Achromobacter xylosoxidans

Za optimalni pH protrst bakterii je obeenpovazovano rozmezi pH 6,5-8,5 (Das
and Mukherjee 2007). Vifpadt studovaného kmen&chromobacter xylosoxidarse jevi
toto vymezeni jako maximalni rozsah pH umgici rist. Optimalni rozsah pH praist
je podle vysledk uzsi. Na to se da usuzovat Zigthu mistu v mediich s pH 6,3, kdy
nedochézelo k Zadnému fistu absorbance bakterialni suspenze, a v medip¢th& kdy
sice kultury reagovaly postupnym zvySovanim optidkézity, zhruba po 100 hodinach ale
nasledoval vyrazny pokles OD az pod hodnoty n&t@ pokusu. To nasdcuje tomu,
Ze se optimalni hodnoty pH prast tohoto kmene nachazeji v uzkém rozmezi kolen7 pH
Na tuto hodnotu pH jsou také vetsiné studii zamdienych podobnym Zsobem jako
piedloZzena prace upravovany pouzivana media (Mukbeeril 2004, Song et al. 2006,
Mancera-Lépez et al. 2007, Machin-Ramirez et @820

Zvyseny obsah soli #e byt castym faktorem komplikujicim bioremediace
prostedi kontaminovanych ropnymi uhlovodiky (de Carvallwed da Fonseca 2005).
ZvySend salinita je¢astym jevem zejména vfripreZznich oblastech niio a oceaf
a v aridnich oblastech. Kultura kmerdehromobacter xylosoxidansagovala na fip-
tomnost 0,5% koncentraci soli nizSi intenzitéstu a delSi lagovou fazi ne#i mbsenci
soli v mediu. Podle vysledkse koncentrace NaCl vysSi nez 0,5 % jevily jakaési

potlatujici Zivotaschopnost kultur. U kultury vyselektogaz midy s nulovou salinitou Ize

46



podobny efekt salinity iedpokladat, jak ale na&iuje prace Mukherji et al. (2004), Ize
postupnou aklimatizaci mikroorgani8ma vyssi koncentrace soli docilitiué tolerance k
salinite.

Rast pokusné bakterialni biomasy za teploty blizk@gla® pidnimu prostedi
je zasadni. Se zvysujici se teplot@asto stoupa degragtd efektivita bakterialnich kmeén
(de Carvalho and da Fonseca 200%tsShou jsou pokusy provady primo za laboratorni
¢i vySsi teploty (20-30 °C) (Mukherji et al. 2004a®and Mukherjee 2007, Nikolopoulou
et al. 2007, Vieira et al. 2007, Prince et al. 2008 pordrné neobvyklé, aby bylust pi
teplog€ 10 °C porovnatelny nebo dokoncéepySoval dst za teploty 20 °C, jako tomu
je podle vysledik u kmeneAchromobacter xylosoxidan&iz. odd. 5.5.3). Minimalni
negativni vliv nizSich teplot na aktivitu bakteriél biomasy je velmi wdlezitym
piedpokladem pro jeji praktickou vyuzitelnost (Filkgral. 2006).

Zejména v pimyslovych a &Zebnich aredleclse miZze vyskytnout soutZzna
kontaminace fd ropnymi uhlovodiky aégkymi kovy (Mohn and Stewart 2000, Balrich
and Skotsky 1985). Posuzovat problematiku toxikibyi neni pouze otazkou vyskytu
daného kovu, ale také jeho koncentrace a formyosiigdi. Nekteré kovy, které za vysSich
koncentraci prokazatelrinhibuji bakterialni #ist, pati mezi mikronutrienty a i nizkych
koncentracich mohouust bakterialni biomasy naopak stimulovat. Jednénagiklad
o kobalt, nikl a mid’ (Gikas 2008). Stimulai efekt byl do utfitych koncentraci doloZzen
i u CP* aCr** (Gikas and Romanos 2006). Vysledky pokusu (vizl. &5.4) ukazuiji, Ze
préw ionty CP* byly v koncentraci odpovidajici B kriteriu stanogéem MZP (35 ug/l)
(MZP 1996) nejméninhibujicim &zkym kovem. Naopak u Gbse v pokusné koncentraci
jevil jako nejvice inhibujici&zky kov, & jsou jeho soli na rozdil od chrontuolova, jez
vykazovalo také menSi negativni vlgastou sotésti kultiv&nich medii. Negativni vliv
extenzivni kontaminace Co, Pb, Cu a Cr (zhrubadonizSi koncentrace nez je kriterium B
pro podzemni vody) potvrdil také Mohn and Stew2@00).

Velmi rozdilny vliv na fist pokusnych kultur kmen&chromobacter xylosoxidans
mély testované koncentrace ignFe a Mn. A jsou ionty &chto kowi v podzemnich
vodach Bzné i ve vysSich koncentracicltasto se vyskytuji pospolu (Pitter 199@)jch
vliv na rist bakterialni biomasy byl zcela odliSny. Zatimestbvané koncentrace manganu
nently na fast pokusnych kultur Zzadny vliv, u ianeleza tomu bylo naopak a v dané
koncentraci inhibovalytst biomasy zdaleka nejvice (viz. odd. 5.5.4). Oba tyto kovy
jsou také Bznou, v pipad Zeleza dokonce nezbytnou gésti kultiva&nich medii. B

jejich piipraw byla v ramci této studie pouzitéldeSQ * 7H,O. Hi jejim rozpou&ini
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se do roztoku dostava Zelezo v redukované $orei’. Lze gredpokladat, Ze tato forma
Zeleza vzhledem k obsahu kysliku v mediich podlékiélaci, takze v roztoku media
je Zelezo zastoupeno ve fofnre®™. Kultura kmeneAchromobacter xylosoxidansyla
vyselektovana z povrchovych vrstevady, kde nebyla vystavena tak vysokym
koncentracim Zeleza typickym pro podzemni vodyéSieh hloubek, takZze je mozné,
Ze pra¥ tento fakt je dvodem, pré vysSi koncentrace Zeleza inhibujst tohoto kmene.
Ohodnoceni trstu v mediich obsahujicichzné kovy niize poskytnout informaci,
jak bude dand kultura reagovat na ten ktery koposkytuje nicmé& mnoho informaci
o kombinovaném efektu ¥ipadt vyskytu vice ko v prostedi (Gikas 2008).

Nejlepsi fist kmeneAchromobacter xylosoxidansmediich si#znymi pongry N/P
vykazovaly kultury kultivované za molarniho pem 2,54:1. ZvySeni po#énu N/P
navySenim koncentrace dusiku na 4:1 a 8:1 vedlérkému sniZzeni maximalni dosazené
absorbance, kultury nicménstale vykazovaly vyznamnyust. Podobnych vysledk
dosahli i Mukherji et al (2004), kdyz zaznamenajlepsi fistové odezvy v mediich s N/P
pongrem 2:1 a 5:1. U vysSich koncentraci dusiku (N/B5:1 a 25:1) byl st kultur
inhibovan, znovu ve schéds vySe uvedenou studii. Inhibice byl#ejmé zpisobena
toxicitou vysokych koncentraci amonnych ibifjako zdroj dusiku byl pouzit NAI). F¥i
molarnim pordru N/P 25:1 byla koncentracéchto ioni v mediu 2,82 gl/l.

V zakladnim mediu byla koncentrace dusiku a fas##5 mg/l respektive 94 mg/l.
Pokud bychom brali v potaz koncentraci nafty v radil objemové procento, coz
piedstavuje B hustot nafty zhruba 0,8 g/ml mnozstvi 8g nafty na 1 | rmgda mnozstvi
uhliku v naf¢ 85 hmotnostnich procent (hruby odhad vychazejjiedpokladu, Ze nafta
je tvorena pouze nasycenymi alifatickymi uhlovodiky, veutsknosti je zastoupeni
nasycenych alifatickych uhlovodik/ naf€é v rozmezi 60-80 % (Wang and Brown 2008)),
dostavame koncentraci organického uhliku 6,8 gjtto Tkoncentrace uhliku, dusiku
a fosforu pedstavuji porer C/N/P v zakladnim mediu 77:2,54:1. Za optimaloimgr
C/N/P pro maximalni intenzitu degradace organickiabk je povazovan pain100:5:1
(Nikolopolou et al. 2007). Nejblize tomuto pé&m byly pra¥ media vykazujici
nejvyrazrgjSi rast kultur kmene Ahromobacter xylosoxidans

Podobné vysledky byly ziskany i vipadt pokusu, ve kterém byly molarni péng
N/P menény snizovanim koncentrace fosforu. Nejlep&strkultury vykazovala media
s pongrem N/P 2,54, 5:1 a 10:1. To odpovida C/N/P pam 77:2,54:1, 150:5:1
a 300:10:1. Zarovejsou tyto vysledky v dobré shéd optimalnim porrem N/P pro
degradace organickych subsiréiNikolopolou et al. 2007). Kultury s N/P pérem 20:1
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a 40:1 byly zejme¢ limitovany nizkou koncentraci fosforu nebo Spatnyomérem C/N/P.

Pti hodnoceni vyznamu paimi uhliku, dusiku a fosforu naust kultur kmene
Achromobacter xylosoxidang poteba brat v potaz, Ze celkové odhadnuté mnoZzstvi
uhliku neni pro bakteridlni biomasu dostupné vamed hydrofobni povaze nafty.

6.5. Biodegradani efektivita kmene Achromobacter xylosoxidans

Béhem pokusu s naftou jako jedinym substratem a pokkde byla k nad jako
dophkovy substrat pdana glukéza, byl kmerAchromobacter xylosoxidanschopny
degradovat 16 % respektive 18,7 % z celkového mmbhaafty kthem 20 dni trvajiciho
pokusu. Tyto hodnoty jsou srovnatelné s vysledidcerMukherji et al. (2004), ve které
byly za podobnych podminek zgsty Ubytky nafty hem 30 dni trvajiciho pokusu 30 %.
Srovnatelné jsou i abiotické ztraty naft$hlem pokusu. Ty v citované praci dosahly 12 %-
14 %, zatimco v ifg@dloZzené studii bylo na vrub abiotickym ztratAmpmraci pisouzeno
12,5 % RBhem pokusu s naftou jako jedinym substratem a 24,2hem pokusu,
ve kteréem byla nafta dopina o glukézu. DalSi studii, ve které bylo dosazeno
srovnatelnych vysledk je prace Machin-Ramirez et al. (2008). Zde bybeln 15-ti
denni kultivace bakterialniho konsorcia v kalu dhgiim sn&s ropnych uhlovodik
dosazeno degradace 24 % TPH. Nutno doplnit, Zeederwch pracech bylo k pokumns
pouzito bakterialni konsorcium a tista bakterialni kultura. &které dalsi studie dokladaji
Vieira et al. (2007) doklada 90% ubytek ropnychowbldiki obsazenych v naftochem 49
dni trvajiciho pokusu. P srovnani s literaturou Ize degr&dé efektivitu studovaného
kmene povazovat spiSe za nizZsi.

Zajimava je skutaost, Ze fidavek glukozy jako energeticky bohatého substratu,
nevedl k navySeni biodegradace. MnoZstvi degradovaaity dosaZzenéé&bem obou
pokugi bylo prakticky shodné, navic celkova biomasadiuoyla v pokusnych systémech
obsahujicich glukézu az o dwady vy3Si. Podobného vysledku jako #ppd pokusu
popsaného v této studii bylo nicnéédosazeno ip pokusu provedeném na pracovisti
VSCHT Praha. Zde bylo prakticky za stejnych kukivieh podminek v BSM mediu
obsahujicim glukézu dosaZzeno mineralizace 25,4% uzogniho mnoZstvi nafty
(MikroChem 2007). Vzhledem k pamn¢ vysoké koncentraci glukoézy v Zivném roztoku
mohla byt nafta degradovana jen vedlejSimi metakwii pochody, zatimco jako hlavni
substrat byla bakterialni biomasou vyuzivana glakoz

Hlavni podil degradovaného substratu v pokusnyeliith s naftou jako jedinym
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zdrojem uhliku a energie byl utilizovaghem prvnich sedmi dnpokusu (15,6 %), mezi
7. a 20. dnem pak nedoSlo k vyraznému navySentdaahaozstvi (16 % na konci pokusu).
Pfi porovnani &chto vysledk s vyvojem koncentrace bakteridlnich Bkrb¢chem tohoto
pokusu (Obr. 18) je vifd, Ze mezi 0. a 7. dnem pokusu doslo k navySentdamnace
burgk, zatimco mezi 7. a 20. dnem koncentraceé¢bun mediich poklesla. To indikuje,
Ze degradace nafty je spojena s aktivni fagtur biomasy. Stejny vztah by popsan i ve
studii Mukherji et al. (2004). U pokusu kombinufioidva zdroje uhliku, naftu a glukézu,
byl pribéh degradace pozvolny a mezi 7. a 20. dnem pokusilodk navySeni
degradovaného substratu z 12,7 % na 18,7 %. Karoenbugk naopak oproti pokusu
realizovanému pouze s naftou 7. den ghipoklesla (Obr. 19), aby mezi 7. a 20. dnem
pokusu zase narostla na hodnotu zZgbku pokusu. Tento trend mohl byt nasledkem
adaptace kultury na novygzko vyuzitelny substrat. Porgklenuti adaptai lag-faze
mohly bakterie substrat vyZivat vét$i mie, coz se odrazilo v n#stu koncentrace bgh
v roztoku i dalSim ubytku natfty.

Posouzeni miry degradace podle diagnostickych épomn-Cy//pristan
a n-Cig/phytan nebylo pikazné. A je tento diagnosticky po¥n ¢asto vyuzivan k
posouzeni miry biodegradace ropnych uhlovodikayet et al. 1999, Johnston et al. 2007,
Wang and Brown 2008), byla prokazana schopnasttenych bakterialnich kmen
ponerné rychle degradovat kroénalifatickych uhlovodik i uhlovodiky izoprenoidni
(Nakajama et al. 1985). Druhym faktorem, ktery maftit na nepikaznost zriny v
diagnostickych powrech n-Ci//pristan a n-Cig/phytan vliv, je fakt, Ze alifatické
uhlovodiky nepodléhaji degradaci stejnodrou. Prioritre jsou degradovany-alkany s
nizSim p@tem uhliki vrettzci (Rahman et al. 2003). Vzhledem k pon¢ nizké mie
degradace naftyéhem provedenych pokiigak nemusely uhlovodiky s témnejdelSimi
fetzci v modelové sisi uhlovodiki degradaci podléhat (rozsah vyr&zrzastoupenych
n-alkami v pouzité naft je G-Cp; — viz. Obr.3). Toto vysstleni nulové zminy
diagnostickych powri je pravé&podobrjsi, protoZze ke zemé pomeru nedoslo ani mezi

kontrolnimi a pokusnymi vzorky.

6.6. Zhodnoceni vyuzitelnosti kmene Achromobacter xykidans pro
bioremediace kontaminovanychda pouziti v technologii PRB

Vysledky jednotlivych pokus nazn#uji, Ze potencial kmeneéAchromobacter
xylosoxidangro vyuziti @i bioremediacich {d kontaminovanych ropnymi uhlovodiky je

limitovan porérné uzkym rozmezim podminek, ve kterych vykazujstovou aktivitu
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spojenou s degradaci cilového substratu (Mukhergl.e2004). Hlavnimi limitacemi by
bylo zasoleni kontaminovanychugh negiznivé pH a vysokd koncentrace ZzZeleza
v prostedi. Naopak pozitivni vlastnosti kmemechromobacter xylosoxidang podle
vysledii studie schopnost zachovat si aktivitu i mizkych teplotach a relativni
perzistence proti vyskytwkterych €zkych kowa.

Prakticka pouzitelnost kmemechromobacter xylosoxidangko biologické naplé
reaktivniho centra biotické PRB by byla limitovamgse jmenovanymi faktory. V Gvahu
piipada pouZzitelnost kmenachromobacter xylosoxidans PRB v podminkach, kde by
nebylo nutné protékajici podzemni vodu aerovat rtapbyly vydaje na aeraci biotické
¢asti minimalizovany, tzn. u bariéry aplikované dmljmzi s malo mocnymi vodonosnymi
vrstvami situovanymi v malé hloubce pod povrchem.opaném gipad by bylo
vhodrgjsi vyuziti anaerobnich mikroorganigénu kterych odpada nutnost zajistit optimalni
piisun kysliku jako akceptoru elektribfScow and Hicks 2005). Parametry kontaminované
vody by musely byt viipadt nevyhovujicich paraméirpH) upravovany a reaktivni zona
PRB by musela byt navrzena s ohledem na koncentopcs/ch uhlovodik v pritoku tak,
aby byla doba zdrZeni uvhiteaktivni zony dostatea pro degradaci kontaminace (EPA
1998). Vzhledem k negativnimu vlivuiippmnosti Zeleza naust bakterialni biomasy
by zZiejmé nebylo mozné ve spojeni s kulturou kmeéxeromobacter xylosoxidanqmuzit
jako reaktivni material Fe

Pouze na zaklad pokudi provedenych v této studii neni mozné vyibudi
doporwit kmen Achromobacter xylosoxidarmo vyuZiti jako ndp biotické PRB. Red
definitivnim rozhodnutim by bylo nutné proveést §e8tnoho dalSich test zejména vyér
vhodného nosného materialu. Ten by musel byt sdehtena porérné nizkou efektivitu
kmene Achromobacter xylosoxidangii degradaci nafty schopen pojmout vysokou
bakterialni biomasu. Podle vyslaédktudie Quan et al. (2004) je kmé&thromobacter
xylosoxidansschopny velmi doie vytv&et biofilm na vhodném poréznim materialu.
DalSiho navySeni degradace by bylo mozné docilikag povrcho¥¢ aktivnich latek
(Singh et al. 2007).

V pripact zjisteni vyskytu tohoto kmene v Gpé kontaminované ropnymi
uhlovodiky a zabrami Sieni kontaminace napformou PRB zachycujici kontaminant
skrze fyzikalg-chemické procesy (McGovern et al. 2002, Guerimale2002) je mozné
doporwit in situ bioremediaci formou bioaugumentace. To by obna3stepseni
Zivinovych pongra v padé dodanim vhodného mnoZzstvi dusiku, fosforu a daasli

(Hunkeler et al. 2002), pop navySeni frodni populace kmeneAchromobacter
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xylosoxidansformou inokulace. Nasledkentchto zasah by byla zvySena firozena
schopnost fpdni mikroflory mineralizovat organické polutantyykkeler et al. 2002, Kalin
2004).
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7. Zavéry

Pro ely predloZzené diplomové prace byl zgyt moznych kmet vybran
na z&klad porovnani iistovych kivek kmenAchromobacter xylosoxidanBxi dalSi préaci
s timto kmenem byla vymezena jehistova optima ve vybranych podminkach predi
a stanovena efektivita tohoto kmeni gegradaci ropnych uhlovodik Ty bylo kEhem
studie reprezentovany naftou.

Kultura kmeneAchromobacter xylosoxidang/kazovala v mediich siznym pH
nejintenzivigjSi rast @i pH 7, v mediich se zvySenou salinitou byiktr naopak silé
inhibovan, podle vysledkje tak neaklimatizovany kmen schopny tolerovatzgouelmi
nizkou salinitu prosedi. Vysledky nazriauji, Ze tento kmen je schopny degradovat ropné
uhlovodiky @i teplotach fdniho prostedi podobnou rychlosti jako za laboratorni teploty.
Pri kultivacich v mediich s obsahem¢kterych tZzkych kowa (Cu, Cr, Co a Pb)
v koncentracich odpovidajicich kriteriu B, stanadem Ministerstvem Zivotného prostli
jako koncentrace signalizujici vyznamné @sgni, byl nist kultury kmeneAchromobacter
xylosoxidansejviceinhibovan kovy ve vzestupném igali C—~Cu—Pb—Co. V pipad
medii obohacenych o Fe v koncentraci 3 mg/l byldtuka kmene Achromobacter
xylosoxidansinhibovana ve srovnani s ostatnimi kovy nejvice.opdk obohaceni
rastovych medii o Mn v koncentraci 2 mg/l nevyvoldkdny negativni efekt. Co se tyka
optimalniho molarniho poénu N/P v Zivhych mediich, nejlepSihdstu bylo docileno
v mediich s N/P potiem 2,54:1, 4:1 a 8:1. Toxicita amonnych iose pak projevilaip
molarnim pondru N/P 25:1. B Upravach molarnich pafmi N/P sniZzovanim koncentrace
fosforu pod koncentraci v zakladnim mediu bylo ejliho &stu dosazeno v mediich
s N/P pondrem 5:1.

Kmen Achromobacter xylosoxidansyl béchem 20 dni trvajiciho pokusu schopen
degradovat 16 % celkového mnoZstvi nafty v medgchaftou jako jedinym zdrojem
uhliku a energie, a t&hn19 % nafty v mediich, kde byla nafta dofia o gluk6zu.

Z provedenych pokus nelze pl# zhodnotit vhodnost kmené&chromobacter
xylosoxidangpro vyuziti v biotické PRB. i vhodnémieSeni této technologie ve smyslu
vybéru vhodného materialu schopného v dostatemfe poutat biomasu tohoto kmene,
zabezpéeni vhodnych podminek pro jejist a dostatiné doby zdrZzeni kontaminované
vody v reaktivni z0#& je mozné povazovat vyuziti kmeAehromobacter xylosoxidamso

remediace §d a podzemnich vod kontaminovanych ropnymi uhlokyda realné.
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