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Uvod

Biosurfaktanty zahrnuji Sirokou skupinu latek pte-
vazné lipidové povahy produkovanych fadou mikroorga-
nismi'. Mezi konkrétni zastupce biosurfaktanti a jejich
nejvyznamnéjsi producenty lze zatadit napf. rhamnolipidy
(Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp.), trehalolipi-
dy (Arthrobacter paraffineus, Corynebacterium sp.,
Mycobacterium sp.), sophorolipidy (Candida apicola,
Candida  bombicola, Yarrowia sp.), polyollipidy
(Rhodotorula glutinus, Rhodotorula graminus) nebo gly-
kolipidy (Alcanivorax borkumensis, Arthrobacter sp.)*.

Sophorolipidy (SL) jsou extracelularni kvasinkové
biosurfaktanty, které se skladaji z hydrofilni sacharidové
Casti tvorené sophorosou a zhydrofobni casti tvofené
mastnou kyselinou, které jsou spojeny B-glykosidickou
vazbou. Karboxylovy konec fetézce mastné kyseliny muze
byt volny, pak hovofime o kyselé neboli oteviené forme
SL. Spojenim karboxylové skupiny s hydroxylovou skupi-
nou sophorosy dojde ke vzniku cyklického laktonu, pak
hovoiime o laktonické form& SL*. Pravé spojeni hydrofilni
a hydrofobni c¢asti molekuly propiijcuje biosurfaktantiim
(stejné jako syntetickym surfaktantim) jedinecné vlastnosti.

Plisobenim biosurfaktantli dochédzi ke snizeni povr-
chového napéti a také mezifazového napéti na rozhrani
polarni/nepoléarni faze. Pfi dosaZeni urcité koncentrace
biosurfaktantu v roztoku — tzv. kritické micelarni koncen-
trace (KMK) — dochazi ke zvySeni rozpustnosti a mobility
hydrofobnich latek v disledku jejich inkorporace do micel
tvotenych biosurfaktantem. Roztoky biosurfaktantti mohou
byt pouzity pro odstrafiovani kontaminantl Zivotniho pro-
stfedi procesem sanacniho promyvani, pficemz mohou
vykazovat obdobnou uc¢innost jako syntetické surfaktanty.
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Jejich vyhodou mize byt nizsi toxicita vici specifickym
mikroorganismiim®, nebo lepsi biologicka rozlozitelnost™.

Pfi vyuziti roztoku biosurfaktantd v sanaénim promy-
vani zlstava cast biosurfaktantu v zeminé v disledku sorp-
ce a v porech a ovliviiuje tak kvalitu pudy a pfitomné orga-
nismy. Pro testovani plsobeni biosurfaktantli v teres-
trickém prostfedi mohou byt pouzity testy s organismy
charakteristickymi pro tuto matrici, jako jsou napf. roupice
Enchytraeus crypticus a chvostoskoci Folsomia candida’.
V piipadé rozsifeni testi na vodni prostfedi lze vyuzit
napt. korySe Zabronozkou slaniStni (Artemia salina) nebo
koryse hrotnatku velkou (Daphnia magna)’.

Jednou zdalSich moZnosti, jak stanovit vliv bio-
surfaktantu ptimo na pudni mikroorganismy, je provedeni
testu dehydrogenasové aktivity (DHA). Test DHA byl
vyvinut k urceni mikrobialniho oziveni pid a k urceni
ptimého vlivu cistych chemickych latek na nespecifickd
pudni spolecenstva. Dehydrogenasy jsou enzymy dychaci-
ho fetézce, které hraji vyznamnou ulohu v energetické
produkci organismt tim, ze se podili na oxidaci organic-
kych latek. Dehydrogenasové aktivita slouzi jako indikator
biologickych redoxnich systémi a udava tak mikrobiolo-
gickou aktivitu v padé.

V piedchozich studiich byl pomoci testu DHA napf.
sledovéan vliv primyslovych hnojiv na mikrobiologickou
aktivitu v zem&d&lsky vyuzivanych padach®®, vliv odpad-
nich materialti ze sklatského primyslu na oziveni pud',
nebo byla posuzovana schopnost mikroorganismi vyuzivat
jako substrat hluginu po t&zebni ¢innosti''. Pomoci testu
DHA byla také sledovéana toxicita jednotlivych chemic-
kych latek jako jsou t&7ké kovy'% herbicidy' nebo pesti-
cidy™.

Cilem provedené studie bylo urcit, zda aplikovany
roztok biosurfaktantu ma stimula¢ni nebo inhibi¢ni efekt
na prirozené se vyskytujici piidni spolecenstva.

Experimentalni ¢ast
Produkce a izolace biosurfaktantu

Producentem biosurfaktantu byla kvasinka Yarrowia
lipolytica. Kultivace probihala v kapalném médiu v Erlen-
mayerove bance o objemu 2 litry, ktera byla umisténa na
horizontalni tfepacce a tfepana frekvenci 120 otacek za
minutu. Produkéni médium obsahovalo dva riizné zdroje
organického uhliku — glukosu (10 g1™) a rostlinny olej
(10 gI'"). Dalgimi slozkami média byl kvasni¢ni extrakt,
pepton a mineraly. Kultivace probihala pfi pokojové teplo-
t¢ 20-25 °C. Béhem prvnich 48 hodin kultivace doslo
k poklesu pH z hodnoty 6,5 na 3,0. Hodnota pH nebyla
upravena pridavkem pufru. Pro stanoveni relativniho obsa-
hu biosurfaktantu v produkénim médiu byla zvolena meto-
da oil spreading. Postup stanoveni byl nasledujici: ke
30 ml destilované vody v Petriho misce bylo ptidano 15 pl
oleje. Dale bylo pfiddno 5 ml produkéniho média dopro-
stfed misky. Relativni mnnoZstvi biosurfaktantu bylo sta-
noveno podle priméru ¢iré zony. Produkéni proces byl
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zastaven po 144 hodinach kultivace a nésledné byl izolo-
van surovy biosurfaktant.

Po ukonceni kultivace bylo produkéni médium vysta-
veno pusobeni ultrazvuku po dobu 20 min ve vodni 14zni
PS04000A (Notus-POWERSONIC Ltd.). Poté bylo médi-
um extrahovano ethylacetitem v objemovém poméru 1:1.
Ethylacetat byl nasledn¢ odpafen na rotacni vakuové od-
parce RVO 64 a surovy produkt byl promyt hexanem, aby
dodlo k odstranéni olejovych zbytki. Cisty biosurfaktant
byl rozpustén v destilované vodé a byly stanoveny jeho
zékladni vlastnosti.

Povrchové a mezifazové napéti bylo méfeno pomoci
Skolniho tenziometru K6 (Kruss GmbH) Du Noiiyho meto-
dou odtrhovani prstence. Pro méfeni povrchového napéti
byl pouzit roztok biosurfaktantu dané koncentrace o obje-
mu 20 ml. Kritickd micelarni koncentrace (KMK) byla
stanovena metodou méfeni povrchového napéti. Minimalni
povrchové napéti (MPN) bylo ureno z grafu zavislosti
povrchového napéti na koncentraci. Mezifdzové napéti
bylo méfeno na rozhrani roztoku biosurfaktantu a letecké-
ho petroleje.

Testovani solubiliza¢nich vlastnosti

Zakladni solubilizacni vlastnosti biosurfaktantu byly
testovany na leteckém petroleji. K roztoku biosurfaktantu
0 objemu 50 ml byl pfidan 1 ml leteckého petroleje, ktery
vytvofil na hladiné fazi. Smés byla tfepana frekvenci
120 otacek za minutu na horizontalni tfepacce po dobu
24 hodin. Poté byla smés ponechdna pii laboratorni teploté
po dobu 24 hodin, aby dosSlo k tplnému oddéleni fazi.
Vodna faze (roztok biosurfaktantu se solubilizovanym
leteckym petrolejem) byla extrahovana tetrachlormetha-
nem v objemovém pomeéru 20:1 a organicka faze byla od-
délena. Extrakt byl suSen ptidavkem Na,SO, a silikagelu
po dobu 24 hodin. Nésledn¢ byl extrakt filtrovan pies fritu
a doplnén na objem 10 ml. Koncentrace nepolarnich extra-
hovatelnych latek (NEL) byla méfena v 1 cm kyveté po-
moci FTIR spektrometru NICOLET 6700 (Thermo Scien-
tific). Pro porovnani solubilizaznich vlastnosti biosurfak-
tantu byly provedeny obdobné experimenty s neiontovym
alkylfenolpolyethoxylatovym surfaktantem Triton-X100
a s neiontovym polyoxyethylensorbitanovym surfaktantem
Tween 80.

Testovani dehydrogenasové aktivity

Test dehydrogenasové aktivity byl proveden podle
modifikované metody zalozené na redukci 2,3,5-tri-
fenyltetrazolium chloridu (TTC) na trifenylformazan
(TPF) pomoci pusobeni ptdnich spoleenstev'’. Postup
byl nasledujici: 1,0 ml roztoku TTC (¢ =10gl ") a 1,0 ml
roztoku biosurfaktantu o testované koncentraci byl pfidan
k 2,0 g ptirozené vlhké pudy, ktera byla ponechana inku-
bovat ve tme pii teploté¢ 27 °C po dobu 24 hodin. Vznikly
TPF byl extrahovan do methanolu a jeho koncentrace sta-
novena spektrofotometricky pfi 482 nm. Dehydrogenasova
aktivita byla vyjadfena koncentraci TPF v extraktu v mg 1.
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Pro test byly odebrany 3 vzorky nekontaminovanych ze-
min a charakterizovany z hlediska obsahu organické frakce
— celkového organického uhliku (TOC).

Vysledky a diskuse

U studovaného biosurfaktantu byla KMK = 60 mg "',
coz je vyrazné niz§i hodnota, nez uvadi ostatni autofi
u biosurfaktantu stejného producenta (KMK = 500 mg 1),
Hodnota minimalniho povrchového napéti byla MPN =
43mNm' (obr. 1). Amaral uvadi hodnotu MPN Vyssi,
konkrétng MPN = 50 mN m™" (cit.'®). Pro porovnani lze
uvést také hodnoty obdobného biosurfaktantu sophorolipi-
dového typu, ktery byl produkovan kvasinkou Candida
bombicola. Autofi uvadi hodnoty KMK =34,15mg "
aMPN = 59,43 mN m™ (cit."”). Rozdily ve vlastnostech
biosurfaktantil mohou byt dany rozdilnymi kultivaénimi
podminkami (pfedevs§im rozdily ve zdrojich uhliku) a také
rozdily v morfologii produkénich kvasinek'®. Dva syntetic-
ké neiontové surfaktanty vybrané k porovnavacim solubili-
zacnim testim mély nasledujici vlastnosti: KMK
143 mg 1" aMPN = 33mN m™ (Triton X-100), KMK =
17 mg 1" aMPN =42 mN m ' (Tween 80). Snizeni mezi-
fazového napéti podporuje vznik emulzi a zvySuje mobili-
tu a biologickou dostupnost sledovaného kontaminantu,
¢ehoz lze vyuZzit napf. pfi studiu kombinovanych bioreme-
diagnich procest'’. P¥i poklesu mezifazového napéti nedo-
chazi na kiivce ke zlomu pfi dosaZeni kritické micelarni
koncentrace tak, jak je patrné u zavislosti povrchového
napéti na koncentraci. Pozvolny pokles povrchového napé-
ti po dosazeni KMK je dan ptitomnosti necistot, v piipadé
syntetickych surfaktanti je po dosazeni KMK povrchové
napéti konstantni.

Podminky solubiliza¢nich experimentl zajistily usta-
veni rovnovahy mezi roztokem biosurfaktantu a fazi letec-
kého petroleje. Rozpustnost pouZitého leteckého petroleje
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Obr. 1. Zavislost povrchového a mezifazového napéti roztoku
biosurfaktantu na koncentraci, mezifazové napéti bylo méfeno
na rozhrani roztok biosurfaktantu/letecky petrolej, ® povrchové
napéti, o mezifazové napéti
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Obr. 2. Solubilizace leteckého petroleje pomoci tii typu sur-
faktanti, ¢, udava koncentraci leteckého petroleje ve vodné fazi,
¢, udava koncentraci surfaktantu, e biosurfaktant, o Tween 80,
o Triton X-100

v demineralizované vodé byla 31 mg 1", V daném koncen-
traénim rozmezi (200-1000 mg I'") byl pro jednotlivé sur-
faktanty stanoven ndasledujici hmotnostni solubiliza¢ni
pomér (HSP): kvasinkovy biosurfaktant m&l 217 mg g ',
Tween 80 mél 286 mg g ' a Triton X-100 mél 168 mg g .
HSP udéva mnozstvi latky, které¢ je vdzano v micelach
surfaktantu. Na hmotnost surfaktantu se vztahuje mnozstvi
rozpu$téné latky po odectu mnozstvi, které se rozpusti
v samotné vodé. Z hlediska solubiliza¢nich vlastnosti se
produkovany sophorolipidovy biosurfaktant blizi Tritonu
X-100, coz je neiontovy alkylfenolpolyethoxylatovy sur-
faktant. Tween 80, ktery je neiontovym polyoxyethylene-
sorbitanovym surfaktantem, vykazoval pfiblizné o 25 %
lepsi schopnost solubilizovat letecky petrolej oproti sopho-
rolipidu. U vSech sledovanych surfaktantd doslo v oblasti
nad kritickou micelarni koncentraci k linedrnimu nartstu
rozpustnosti leteckého petroleje ve vodné fazi (obr. 2).
Trend linearniho nartstu rozpustnosti kapalnych nebo
pevnych  organickych latek byl zdokumentovan
v predchozich studiich, ve kterych byla napt. sledovana
solubilizace toluenu, ethylbenzenu a butylbenzenu pomoci
bakterialniho rhamnolipidového biosurfaktantu?® nebo
solubilizace fenanthrenu pomoci syntetickych surfaktan-
ti*'. Nad mezni koncentraci biosurfaktantu mize dochézet
k postupnému snizovani HSP pro urcité typy latek, tzn., Ze
zvySovani koncentrace biosurfaktantu nevede ke zvySova-
ni koncentrace solubilizované latky. Jev je zptisoben osla-
benim interakci mezi solubilizovanou latkou a biosurfak-
tantem a naopak posilenim interakci mezi molekulami
biosurfaktu, coz vede k tvorbé vétsich agregatti a k desta-
bilizaci micel”. V daném koncentraénim rozmezi nebyl
tento jev pozorovan.

Pro vSechny tii testované zeminy byl pozorovan sti-
mulacni efekt biosurfaktantu na nespecifickd ptidni spole-
Censtva. Pfi testovani bézné hlinité zeminy s obsahem cel-
kového organického uhliku TOC = 4 % byl se vzristajicim
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Obr. 3. Piisobeni biosurfaktantu na pidni spolecenstva pro tfi
typy zemin, které se liSi obsahem celkového organického uhli-
ku (TOC), TOC (A) = 4,0%, TOC (B) = 1,8 %, TOC (C) =
0,1 %. Koncentrace trifenylformazanu (TPF) je imérna mikrobio-
logické aktivité. Hodnoty se vztahuji k rozdilnym koncentracim
biosurfaktantu (cy blank, ¢; = 500 mg 1!, ¢, = 1000 mg I e =
2000 mg 1)

mnozstvim pfidaného biosurfaktantu zaznamenan postup-
ny narust mikrobidlni aktivity, ktery pii nejvyssi testované
koncentraci biosurfaktantu dosahl 260 % ptivodni hodnoty.
U jilovito-hlinité zeminy byl zaznamenan nejvyssi nariist
mikrobialni aktivity jiz od nizkych koncentraci biosurfak-
tantu (obr. 3). V dostupné literatute lze dohledat informace
o stimula¢nich vlastnostech biosurfaktantti z hlediska bio-
degradacnich procesi'’. Piidavek bakterialniho surfaktantu
ke kontaminované zeminé urychlil biodegradaci ropy
o piiblizné 20 % za danych podminek®. V dalsi studii byla
prokazana rychlej$i biodegradace fenanthrenu, pyrenu
aropy vmédiich obsahujicich bakteridlni surfaktanty™.
V soucasnosti ovSem chybi informace o plsobeni samot-
nych biosurfaktanti na kvalitu pidy. Jedna se zejména
o ptipady, kdy jiz doSlo k odstranéni kontaminantu ze
zeminy, ale vzeminé stile zbyva surfaktant v porech
a vazany sorpci. V pripadé této studie bylo cilem kvantifi-
kovat puisobeni samotného biosurfaktantu na aktivitu ptd-
nich spolecenstev v nekontaminované zeminé. Z hlediska
praktického vyuziti se jedna o posouzeni dekontaminacni
technologie zaloZené na sanacnim promyvani, které dava
prostor pro hodnoceni sana¢niho promyvani z hlediska
kvality pudy po sanacnim zdkroku v porovnani s dalSimi
in-situ nebo ex-situ dekontamina¢nimi technologiemi.
Technologie zalozené napi. na in-situ chemické oxidaci
kontaminantii mohou ptisobit negativné na oziveni pud po
sanac¢nim zakroku.

Zavér

V ramci studie byly testovany vlastnosti biosurfaktan-
tu patficiho do skupiny sophorolipidd produkovanych kva-
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sinkou Yarrowia lipolytica. Z hlediska schopnosti solubili-
zace ropnych latek ma studovany biosurfaktant obdobné
vlastnosti jako bézné syntetické surfaktanty Triton X-100
a Tween 80. Pomoci testu dehydrogenasové aktivity bylo
sledovano jeho piisobeni na nespecifickd pidni spolecen-
stva. Timto testem byl ve vSech pfipadech prokazan stimu-
lacni efekt na aktivitu pfirozen€ se vyskytujicich mikroor-
ganismi.  Kvasinkové  biosurfaktanty =~ mohou byt
s ispéchem aplikovany v technologiich dekontaminace
zemin zalozenych na sanacnim promyvani, pfi¢emz po
odstranéni kontaminantu lze ziskat zeminu s vy$S§im mi-
krobialnim ozivenim.

Prispevek byl pripraven v ramci vyzkumu realizova-
ného s podporou projektu MSM6046137308.
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M. Sir®, K. Lhotska’, M. Bystriansky®, and
J. Mikes® (“Department of Environmental Chemistry,
University of Chemistry and Technology Prague, " EPS
Ltd, Kunovice): Production and Characterization of
Yeast Biosurfactant and Its Effect on Soil Micro-
organisms

The aim of this study was to determine the effect of
biosurfactant (BS) solution on soil microbial community
and to determine its solubilization properties. Biosurfac-
tant was produced by yeast Yarrowia lipolytica and isolat-
ed by extraction into ethyl acetate after the production
process. Solubilization of kerosene resulted in the mass
solubilization ratio (MSR) kerosene/BS = 217 mgg ',
which reached similar values in comparison with tested
synthetic surfactants Triton X-100 and Tween 80. Test of
soil dehydrogenase activity showed a significant stimu-
lating effect of produced biosurfactant on soil micro-
organisms.



