Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Odstranovani kovili z vod biologickou cestou

Diplomova prace

2023 Bc. Katetina Ryznarova



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2022/2023

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pfijment: Bc. Katefina Ryznarova

Osobni islo: C21492

Studijni program: N0711A130014 Udriitelny rozvoj v chemii a technologii
Téma prace: Odstraiiovani kovil z vod biologickou cestou

Zadévajic katedra:  Ustav environmentalniho a chemického inenjrstvi

Zasady pro vypracovani

1. Zpracujte literarni reSer$i zaméfenou na mikroorganismy schopné redukovat sirany na sulfidy.
Vytipujte vhodné mikroorganismy, které budou pouZzity v experimentalni ¢asti prace. Dale zpracujte
resersi zaméfenou na v soucasné dobé nejcastéji vyuzivané metody odstraiiovani kovi z vod.

2. Provedte laboratorni testy na modelu kolonového systému, ktery je vyuzivan k odstrafiovéani
kovii z vod. Sledujte vliv riznych experimentalnich podminek (druh mikroorganismu, priitok, obsah
Fivin atd.) na produkci sulfidd a déle pak na sréZeni vybranych kovii z odpadnich vod.

3. Vysledky experimentl vhodnym zplsobem zpracujte, vyhodnotte, diskutujte a kriticky zhod-
notte. ;

4. Diplomovou praci zpracujte v souladu se Smérnici UPa ¢. 7/2019 ,Pravidla pro odevzdavani,
zvefejiiovani a formélni Gpravu zavéreénych praci® v platném znéni.



Rozsah pracovni zprévy:
Rozsah grafickych praci:
Forma zpracovani diplomové préace: tisténa

Seznam doporucené literatury:

Vedouci diplomové prace: Ing. Jifi Palarcik, Ph.D.
' Ustav environmentélniho a chemického inZzenyrstvi

Konzultant diplomové prace: Ing. Kvéta Korycanova, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadéni diplomové prace: 25. Gnora 2023
Termin odevzdani diplomové prace: 5. kvétna 2023

LS.

prof. Ing. Petr Némec, Ph.D. doc. Ing. Anna Krejcova, Ph.D.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 25. Gnora 2022



Prohlasuji:

Praci s nazvem Odstranovani kovii z vod biologickou cestou jsem vypracovala
samostatne. Veskeré literarni prameny a informace, které jsem v praci vyuzila, jsou

uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti
vyplyvajici ze zakona ¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s
pravem autorskym a o zmén€ nékterych zakonu (autorsky zakon), ve znéni pozdé€jSich
predpist, zejména se skuteCnosti, ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licen¢ni
smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zékona, a s tim,
ze pokud dojde k uvziti této prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému
subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat pfimereny piispévek na
uhradu nakladd, které na vytvoreni dila vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich
skutecné vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach
a o zmeén¢ a doplnéni dalSich zakonl (zakon o vysokych skolach), ve znéni pozdé&jsich
predpisi, a smérnici Univerzity Pardubice ¢&.7/2019 Pravidla pro odevzdavani,
zvefejiovani a formalni Upravu zavére¢nych praci, ve znéni pozdéjsich dodatkt, bude

prace zvetejnéna prostiednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 5. 5. 2023 Bc. Katefina Ryznarova



PODEKOVANI

Timto bych velice rada pode€kovala vedoucimu panu Ing. Jitimu Palar¢ikovi, Ph.D.
a konzultantce mé diplomové prace pani Ing. Kvété KoryCanové, Ph.D. za jejich odbornou
pomoc, cenné rady a predevsim ¢as, ktery mi pfi zpracovani diplomové prace vénovali.
Vdek patii 1 pani Kopicové z laboratoifi prvkové analyzy vedené pani docentkou

Krej¢ovou, bez jejichz pomoci bych se neobesla.

Zaroven bych chtéla srde¢né podekovat rodin€ za podporu a trpélivost, kterou se

mnou v ramci studii méli.



ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméfena na odstranovani kovi z vod za pomoci siran
redukujicich bakterii. V teoretické Casti prace je uveden vyskyt kovi ve vodach a moznosti
jejich odstranéni. Nasledné je pozornost vénovana vytipovanym bakteriim Desulfovibrio
vulgaris a Desulfobacter hydrogenophilus, které byly vybrany jako vhodné siran redukujici
bakterie do druhého stupné kolonového systému. Experimentélni ¢ast prace je zameétena na
kolonovy systém LITHIM a vhodné podminky jeho uzivani. Z provedenych experimentt
vyplyva, Ze testovany systém LITHIM lze vyuzit k odstranéni kovi z vod srazenim, kdy

ucinnost odstranéni testovanych kovu (Zn, Fe a Pb) byla v pfipadé Pb témér 100 %.

KLICOVA SLOVA

Kovy ve vodach, siran-redukujici bakterie, odpadni vody, srazeni

TITLE
Biological removal methods of metals from water
ANNOTATION

This master thesis focuses on the removal of metals from water using sulfate-
reducing bacteria. The theoretical part of the thesis presents the occurrence of metals in
waters and the possibilities of their removal. Subsequently, attention is paid to the selected
bacteria Desulfovibrio vulgaris and Desulfobacter hydrogenophilus, which were chosen as
suitable sulfate-reducing bacteria for the second stage of the column system. The work's
experimental part focuses on the LITHIM column system and suitable conditions for its
use. The conducted experiments showed that the tested LITHIM system can be used to
remove metals from water by precipitation, where the removal efficiency of the tested

metals (Zn, Fe and Pb) was almost 100% in the case of Pb.

KEYWORDS

Metals in water, sulfate-reducing bacteria, wastewater, precipitation
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UvVOD

Zivotni prostiedi je kazdodenn& kontaminovano plynnymi, kapalnymi i pevnymi typy
odpadii. Voda patii mezi zakladni slozky Zivotniho prostiedi a je kladen duraz na jeji Setrné
pouzivani. V dnesdni dobé se odpadni vody produkuji v nemalém mnozstvi a opétovné uzivani
vyzaduje fadné precisténi od raznych typi kontaminanti. Mezi vyuZzivané metody CiSténi
spadaji chemické, fyzikalni a biologické procesy, pifi¢emz pravé biologické procesy jsou

v poslednich letech ¢im dal Cast€ji vyhledavany.

Odpadni vody mohou byt mimo jiné kontaminovany i kovy, které se do prostiedi
dostavaji ptirodnimi procesy, nebo antropogenni cestou, kterd je Cast&jsi. Tézké kovy se do
vod dostavaji pramyslovymi procesy a vzhledem kjejich kumulativnim vlastnostem

v organismech jsou v prosttedi nezadouci.

Siran redukujici bakterie nachazeji uplatnéni pfi Cisténi prumyslovych odpadnich vod.
Metabolismus teéchto anaerobnich bakterii stoji na redukci siran, které slouzi jako
elektronovy akceptor. Donorem elektronl je pak nejcastéji vodik a reakci vznika vyuZzivany

sirovodik.

Diplomova prace se v zacatku vénuje kovim ve vodach a moznostem jejich odstranéni se
zaméfenim na biologickou cestu. V teoretické Casti prace jsou shrnuty poznatky o siran
redukujicich bakteriich, konkrétné se pak vymezuje na vytipované bakterie Desulfovibrio
vulgaris a Desulfobacter hydrogenophilus. Zminéné baterie nachazeji uplatnéni v druhé ¢asti
kolonového systému LITHIM, navrzeného pro odstranovani kovi z vod, nimZz se prace
nasledné¢ zabyva. V experimentalni Casti prace se provadely laboratorni testy sledujici
produkci sulfidi za nastavenych experimentalnich podminek a testy demonstrujici srazeni
modelovych a realnych vod kovl za pomoci sulfidd ze zjednoduSeného kolonového systému

LITHIM.
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TEORETICKA CAST

1 Kovy ve vodach

Vyskyt kovi ve vodach muze byt zapfi¢inén pfirodnimi jevy ¢i antropogenné. V dnesni
dob¢ je pomérné slozité rozlisit antropogenni zne€isténi od pfirodniho pozadi. Vulkanické
aktivity, eroze pudy ¢i zvétravani hornin jsou pfirodni procesy, pii kterych dochazi
k uvolnovani kovii do okolniho prostiedi, odkud se dostavaji do podzemnich vod. Pfitomna
koncentrace kovu v odpadnich vodach z pramyslovych procesu roste spole¢né s antropogenni
Cinnosti. Mezi pramyslové procesy obohacujici odpadni vody o kovy patii zejména
pokovovani, galvanizace a vyroba ¢i zpracovani baterii. Kovy se ve vodnim prostifedi mohou
vyskytovat v iontové podobé, ktera je zaroven nejCasté)si a nejtoxi¢tési formou vyskytu. Dale
pak jako ionty vazané ve slouCeninach, nebo jako molekuly. Pfi posuzovani znecisténi
zivotniho prostfedi byvaji Casto zminovany tézké kovy, jejichz hustota je veétsi nez
5000 kg/m>. T&zké kovy nemohou byt degradovany a fadi se mezi karcinogenni latky, které
jsou schopné se kumulovat ve tkanich a zapficinovat zdravotni komplikace. Vyznamnou
bioakumulacni schopnost ma pak zejména olovo (Pb), kadmium (Cd) a rtut (Hg). Mezi
nejCasteji se vyskytujici t€zké kovy v zivotnim prostiedi patii kromé jiz zminénych tii také
nikl (Ni), méd’ (Cu), zinek (Zn), chrom (Cr) a arsen (As). SkuteCnym celkovym ukazatelem
znecisténi ve vodach neni pouze koncentrace tézkych kovl, nybrz i jejich obsah
v sedimentech, a pfedevsim v zivocisich (rybach) zijicich na kontaminovaném misté, ktefi
predstavuji koncovy ¢lanek potravniho fetézce ve vodném prostiedi. 7abulka [ srovnava
vybrané t€zké kovy s jejich antropogennimi zdroji, prozatimnim maximalnim tolerovanym

dennim piijmem dle WHO, symptomy a onemocnénimi (1; 2; 3).
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Tabulka 1: Srovndni vybranych tézkych kovii, antropogennich zdrojit, symptomii a onemocnéni s prozatimnim maximainim tolerovatelnym dennim prijmem dle WHO (3)

rakovina

w1 , . , oo, . , PMTDI!
Tézky kov Antropogenni zdroje Hlavni postizeny organ a systém ngl
Olovo Vyroba elektronickych produktt, zpracovani Poskozeni reproduk¢niho systému, centralniho nervového 10
kov, galvanické pokovovani systému, onemocnéni jater a ledvin
) Poskozeni kuze, plic, mozku, metabolického
Arsen Vyroba elektroniky a skla . e R e 10
Y Y kardiovaskularniho, imunologického a endokrinniho systému
Zkorodované vodovodni systémy, elektronicky . . . . A
< p vane vodov ystemy, oKy Wilsonova, Alzheimerova, Parkinsonova choroba, poskozeni o¢i
Med a kabelovy primysl, chemické a farmaceutické ) 1w 2000
o . a jater, zvraceni, kieCe
vybaveni, vyroba papiru
Mosazny povlak, antikorozni naté ryzoveé . e , S
) Az POV 4%, @ z 'Y, pryzov Deprese, letargie, respirani neschopnost, ztrata chuti k jidlu,
Zinek vyrobky, néktera kosmetika, plechovky a o . 3000
. prijem, bolesti hlavy
aerosolové deodoranty
) Dilni provozy, kozelgzny,, Zubni plomb,y,,paj ky, Onemocnéni ledvin, plic a o¢i, kozni dermatitida, dysfunkce
Rtut Hg vybojky, zafizeni na pokovovani, . . 1
. s nervového systému
amalgamace, katalyzatory, léCiva
Galvanické pokovovani, razba minct, Anémie, prijem, encefalopatie, hepatitida, poskozeni plic a
Nikl mikrofonni kapsle, dobijeci baterie, ledvin, gastrointestinalni potize, plicni fibroza, renalni edém, 20
katalyzatory, zubni a chirurgické protézy kozni dermatitida, dysfunkce centralniho nervového systému
. Re}ﬁ,n ace fopy, ga lve}nlcke.pokovova,m, a Emfyzém, hypertenze, nefropatie, diabetes mellitus, malformace
Kadmium legovani, nikl-kadmiové baterie, spalovani uhli, skeletu 3
plastové stabilizatory
Alergické reakce, krvaceni z nosu, viedy, oslabeni imunitniho
Chrom Ocelarny a kozeluzny, galvanické pokovovani | systému, zmény genetického materidlu, poskozeni ledvin a jater, 50

1—

= prozatimni maximalni tolerovatelny denni piijem




Kontaminace vodnich systému v dusledku nartstajiciho objemu primyslovych vyrob je
jednim z aktualnich environmentalnich probléma, a proto je nezbytné hledat a vyvijet ucinné
a vhodné technologie pro odstranéni t€zkych kovl z vod. K odstranéni ionti tézkych kovi
z vod se pouziva nékolik metod. Mezi nejcastéji pouzivané pati metody fyzikalné chemické,
kam ftadime chemické srdzeni, iontovou vymeénu ¢i membranové procesy. Alternativou
k chemickym a fyzikdlnim metodam jsou metody biotechnologické, které vyuzivaji
biologicky material, jako jsou mikroorganismy a rostliny. Polutanty lze odstranit jednou
metodou, nebo kombinaci metod v zavislosti na okolnich faktorech jako je druh odpadni
vody, forma a koncentrace odstraiovanych slozek, nebo pozadovana uUcCinnost

procesu (1; 3; 4).

1.1 Fyzikilné chemické metody odstranéni kovu

Membranové separace by se daly povazovat za procesy na pomezi mechanického déleni
(filtrace) a difuznich procesu. Hlavni roli zde hraje membrana, ktera oddéluje tzv. permecdit,
coz je vznikly produkt po prichodu membranou, od refentdtu, neboli smési na vstupni strané
permeacniho procesu. Mezi procesy vyuzivané v prumyslovém méfitku spada mikrofiltrace,
ultrafiltrace, nanofiltrace a reverzni osmoéza (hyperfiltrace). Na obrdzku [ jsou uvedené

separa¢ni schopnosti jednotlivych membranovych procest.

Mikrofiltrace Ultrafiltrace Nanofiltrace Reverzni osmoéza
ar
"
- 0
- %
L™ |
s (8
Olejové emulze Makromolekuly Viry Bilko;llny Jednomocné ionty
: ¢
“r “
"
Odstranéni Koloidni latky Bakterie Organické mol. Vicemocné ionty
pevnych castic slouceniny

Obrazek 1: Separacni schopnosti jednotlivich membran (5)
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1.1.1 Reverzni osmoza

Zpocatku bylo vyuziti procesu reverzni osmozy (RQO) zamysleno pro odsolovani
mofiské a brakické vody pro vyrobu vody demineralizované. Dnes je tento proces bézné
uzivany pii odsolovani produkti v chemickém pramyslu, nebo pfi Gpravach technologickych

vod z prumyslu papirenského.

Principialné jde o separacni proces na zpusob filtrace, jehoz hnaci silou je rozdilny
tlak na stranach membrany. Pasobenim tlaku v rozmezi 1,5-15 MPa na nastiik, projdou
semipermeabilni membranou molekuly vody, kdezto ionty pfitomné v roztoku se na
membrané zachyti. Vysledkem je pak koncentrovany roztok iontd tzv. retentat ¢i koncentrat
na tlakové strané a na strané permeatu Cisté rozpoustédlo, viz obrdzek 2. Velikost pora
membrany se pohybuje od 0,5 do 1,5 nm a za idealni membranu reverzni osmdzy povazujeme

takovou, ktera propousti pouze molekuly vody, k Cemuz je zapotiebi pfekonat osmoticky tlak.

permeat

RO membrana

REEQEK
Blad )

\

Cerpadlo

koncentrat

Obrazek 2: Schéma procesu reverzni osmozy (6)

Proces reverzni osmozy se vyuziva pro odstranovani iontd tézkych kovu, jako jsou
ionty Ni?, Cu®" & Cr® zprimyslovych odpadnich vod. Uginnost odstrafiovani timto
technologickym postupem dosahuje vice nez 98 %. K odstranovani tézkych kovu se vyuziva
i proces nanofiltrace, ktery probiha za obdobnych podminek jako RO. Ve studii zabyvajici se
odstrafiovani Pb?" z odpadnich vod bylo dosazeno téinnosti separace 80-98 % v zavislosti na
pouzitém typu membrany, coz dokazuje potencial pro UcCinné odstrariovani kovl z vod.
Nevyhodou membranovych procesu, a tedy i reverzni osmozy, je zanaseni membran a jejich

gisténi (3; 7).
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1.1.2 Adsorpce

Odstranit tézké kovy z vod lze také pomoci sorpce na aktivnim uhli ve formé granuli ¢i
jemnéjSich zrn. Ionty kovll se vazou na povrch aktivniho uhli, ¢imz jsou z kontaminované
vody vychytavany. V piipadé vysoké koncentrace iontd kova ve vod€ samotna sorpce na uhli
nestaCi a je nutné do procesu pridat dal§i kroky. Pak hovofime o metodé¢ kombinované
a v ptipad¢ procesu s kroky: koagulace, sedimentace a filtrace s naslednou sorpci na aktivnim

uhli, dosahneme ucinnosti €isténi v rozmezi 95-99 % (1).

1.2 Biologické metody odstranéni kovi

S ohledem na environmentalni prostiedi se ¢im dal vice uplatiiuje feSeni na bazi
biotechnologickych procest, které k odstranovani iontd tézkych kovi zvod vyuzivaji

ptirozenych vlastnosti mikroorganisma.

1.2.1 Biosorpce

Biosorpce je nejCastéji pouzivanym biologickym procesem pro odstrafiovani kovu
z vod. Odstrafiovanim se mysli pouze modifikace na mén¢ toxické formy. V principu jde o
schopnost organismi sorbovat na svij povrch Skodlivé latky, v naSem piipadé kovy,
a vyuzivat je v ramci svého metabolismu ¢i je jen kumulovat. V takovém pripad€ hovoiime o

bioakumulaci.

1.2.2 Odstranovani téZkych kovii pomoci mikroorganismu

Mezi vyzkousenymi typy organismu, které byly vyuzity pro odstranéni kovi z vod jsou
fasy, houby a bakterie. V poslednich letech nabyly v tomto sméru velkého vyznamu prave
bakterie, konkrétn¢ siran redukujici. V pfipad¢€ vyuziti tohoto typu bakterii ovSem nejde
o schopnost bakterii sorbovat tézké kovy na svij na povrch, nybrz o slozity proces, ktery je

v nasledujicich kapitolach podrobné popsan (8).
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2  Srazeni kovu

Srazeni neboli precipitace je definovano jako proces podvojné zdmeény, pii kterém se
z roztoku kombinaci iontd vyluCuji malo rozpustné pevné latky nazyvané sraZeniny ¢i
precipitaty. Ke srazeni muze dojit hned z né€kolika divodi: prekroCeni hranice rozpustnosti
dané latky v roztoku, ptfidanim srdzeciho €inidla ¢i zménou pH, nebo teploty. Tvorba srazenin

ma tfi stadia: nukleaci, rast krystall a aglomeraci.

a) Nukleace je prvnim stadiem tvorby srazeniny. Dochdzi k ni po smichani roztoku
srazeného iontu s roztokem srazedla za tvorby zarode¢ného krystalizacniho centra, tak
zvaného nuklea. Velikost center se pohybuje vrozmezi 10° az 107 m. Samotna
nukleace se déli na homogenni a heterogenni.

K homogenni nukleaci dochazi v presyceném roztoku. Heterogenni nukleace je
zaptiCinéna cizimi ¢asticemi v roztoku a zarodecna centra tak maji jiné chemické
slozeni nez vznikajici srazenina. U homogenni nukleace ma zarodecné centrum stejné
chemické slozeni jako vznikajici srazenina.

b) Druhym stadiem je rust krystali oznaCovany téz jako starnuti srazeniny. V principu
jde o narGstani dalSich Castic na vzniklé zarodeCné krystaly a utvareni amorfni ¢i
krystalické srazeniny. B€hem vyzravani srazeniny dochazi k:

e zméne¢ vlastnosti jako je rozpustnost ¢i struktura vznikajiciho krystalu,
e délkové rozmanitosti celého procesu (muze trvat nékolik sekund, minut i let),
e k pfechodu z amorfni na krystalickou strukturu.

¢) Poslednim stadiem je aglomerace, ptfi které dochazi k dal§imu shlukovani srazeniny.

Velikostné se muze jednat o mikroskopické, okem neviditelné utvary, ale

i makroskopické Castice o velikosti nékolika centimetru.

Vznik srazeniny je definovan souCinem rozpustnosti Ks za urcité teploty a iontové sily
roztoku oznaCované [/, ktery urCuje jeji termodynamickou stabilitu a vyjadiuje rovnovahu
mezi srazeninou a nasycenym roztokem. V fabulce 2 jsou uvedené hodnoty soucini

rozpustnosti vybranych slou¢enin (9; 10).
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Naptiklad pro reakei:
M, N, & mM"* + nN™" (1)
Ma rovnovéazna konstanta tvar: (2)

B am(Mn+) X an(Nm—)
M a(MypNy)

Aktivita Cisté latky se rovna 1, a tudiz rovnice dostava nasledny tvar:

Kuy = a™(M™) X a"(N™) ()
Cim mens$i hodnotu sou¢in rozpustnosti ma, tim je srazenina méné rozpustnd, piiCemz
rozpustnost ovliviiuji nasledujici parametry:

e teplota roztoku,
e nadbytek jednoho z vlastnich iontti neboli iontu, z kterych je sraZenina vytvofena,
e cizi ionty,

e pH

Podminkou pro vznik srazenin je hodnota soucinu iontovych koncentraci, kterd musi byt vétsi

nez Ks:
a) Kyy > [M]™ X [N]" sraZenina nevznika @
b) Kyny < [M]™ X [N]" sraZenina vznikéa do rovnovahy Ky = [M]™ x [N]"* 3)

Tabulka 2: Souciny rozpustnosti vybranych sloucenin pri 25 °C

Sloucenina pKs Slouéenina pKs
AgBr 12,3 CdS 27
AgCl 9,7 FeS 18,1

Agl 16,1 HgS 52,7
AgS 50,1 PbF, 74

CaF; 10,4 Pbl 8,1

CoS 25,6 PbS 27,5
CuS 36,1 PbSOy4 7.8

CuzS 48,5 ZnS 24,7

Mezi nejpouzivanéjsi srazedla patii zejména hydroxidy (OH"), sulfidy (S%), uhli¢itany (CO3%)
a fosfore¢nany (PO+*>) (11).
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2.1 Srazeni hydroxidy

Srazeni za pomoci hydroxidi je nejrozsifenéjsi technika pro upravu odpadnich vod.
Proces je totiz snadno automatizovan a fizen regulatorem pH. Divodem Castého pouzivani je i
relativn€ nizka cena. Mezi nevyhody této metody patfi nedostateCna ucinnost, jelikoz konecna

koncentrace kovu zlstava v rozmezi od 0,5 do 2 mg/1 (9).

Ve vétsin€ provozoven se upfednostiiuje srazeni vapennym mlékem (Ca(OH)2) namisto
NaOH, a to i pfes to, ze vznika vétsi mnozstvi kalu. Divodem je omezeni nasledného
rozpousténi amorfnich hydroxidi NaOH a taktéz snadna pfiprava neutralizacnich roztokt

s pfesnou a stalou koncentraci (11).

2.2 Srazeni uhliCitany a fosforeCnany

Uhlicitany se ke srazeni pouzivaji zejména v pripadech, kdy jsou ve vodach ptitomné
dvoumocné ionty, napiiklad kadmium Cd?'. Vzniklé kaly jsou hust&jsi nez pii srazeni

hydroxidy, coz napomaha lepsi sedimentaci a filtraci.

FosforeCnany se b&zné€ uzivaji pii srazeni vod s vysokym obsahem vapniku, pfiCemz

tvoii suspenze (11).

2.3 Srazeni sulfidy

Srazeni sulfidd kovi je proces, ktery se vyuziva k odstranéni nebo regeneraci kovia
a metaloida z pramyslovych odpadnich vod jako jsou drenaze kyselych dold, odpadni vody
zhuti médi, nebo hydrometalurgické vyluhy. V dnesni dobé se klade duraz spiSe na
odstranéni kova z vod nez na jejich regeneraci. Jako zdroj sulfidd se bézné vyuziva sulfid
sodny, resp. vapenaty, a to kreakci skationtem kovu ve vodném roztoku dle reak¢nich

mechanismi uvedenych v nasledujicich rovnicich:

H,S & HS™ + H* (6)
HS™ & H* + 5% (7)
M?* 4§27 = MS (s) (8)
M?* + HS™ & MS(s) + H* 9)
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K reakcim lze vyuzit také siran redukujici bakterie (SRB), které redukuji kysely siran z
vod na sulfid. V porovnani s hydroxidy maji sulfidy kovl nizkou rozpustnost, coz je jejich
predni vlastnosti a znaci to potencionalné vysokou ulinnost pii odstrafiovani. Tato nizka
rozpustnost vzniklych srazenin je vSak zaroven problémem efektivniho vyuziti sulfidi pro
odstranovani kovu. Diky tomu totiz cely proces probiha v pfesyceném prostiedi a srazeci
reakci je velmi obtizné fidit. Zaroven vznika velké mnozstvi drobnych ¢astic, které jsou
Spatné oddélitelné. Z téchto davodi je prakticka acinnost po zavedeni procesu do praxe

mnohem niz§i nez G¢innost teoreticka (9; 11).

2.4 Separace sraZenin

Mezi typické separani metody vyuzivané pro odstrafiovani sraZenin patfi zejména

sedimentace, filtrace nebo centrifugace.

Sedimentaci neboli usazovanim docilime oddé€leni pevnych &astic rozptylenych
v kapalné smési na zéklad€ gravitani sily. Nejprve se usazuji Castice s nejvyssi hustotou,

ptipadné velikosti.

Pti filtraci kapalina prochazi filtranim prostredim, zatimco Castice tuhé latky, které maji
vetsi pramér nez je prameér poru filtra¢niho prostiedi, jsou jim zadrZzovany. Filtracni material
je vzdy volen na zakladé¢ chemickych vlastnosti filtrované smési a velikosti castic.

Rozlisujeme nekolik typu filtraci:

o Filtrace prostd — zékladni aparaturou je ndlevka, do niz se vklada nejCasteji papirovy
filtr, ktery muze byt bud’ hladky, nebo skladany.

o Filtrace za snizeného tlaku — je v porovnani s prostou filtraci mnohem rychlejsi,
vyuziva Bichnerovy néalevky a podtlaku, kterého dosahuje odsdvanim za pomoci
vodni vyvévy nebo Cerpadla.

e Filtrace drazdivych latek — pii filtrovani chemicky agresivnich latek jako jsou
napiiklad silné alkalie nebo kyseliny, které by mohly filtra¢ni papir rozleptat, se
vyuziva tak zvané frity neboli nalevky s pevnou sklenénou nebo keramickou vlozkou

a podtlaku, kterého je dosahovano stejné jako u filtrace za snizeného tlaku.

Rychlost filtrace je zavisla na velikosti filtrovanych castic, velikosti poru, teploté

filtrované suspenze a tlaku, za kterého filtrace probiha (12).
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Centrifugace je dalSi moznosti separace pevnych srazenin z kapaliny, a to na zakladé
odstredivé sily. V podstaté jde o urychlenou sedimentaci. Pfi procesu se Castice obsazené
v suspenzi separuji na zakladé velikosti, hustoty, viskozity média a rychlosti otaceni rotoru.

Dle rychlosti Ize centrifugaci rozd€lit na (12):

e Pomalootackovou — do 5 000 otacek/min,
e Rychlootackovou — do 25 000 otacek/min,

e Ultracentrifugaci — do 80 000 otaCek/min.

V pramyslovém méfitku je snaha o zavedeni metody, ktera by byla nejlépe pratocna,
snadno aplikovatelna do stavajiciho procesu, malo energeticky naro¢na a pfi niz by vznikalo
minimalni mnozstvi odpadu. Novodobé vyzkumy se proto zaméfuji na optimalizaci procesu
separace vzniklych srazenin od kapaliny. Aby bylo mozné uUc¢inn€ kovy z odpadnich vod

odstrafiovat pomoci srazeni, je rozhodujici navrh reaktoru.

Prato¢ny trubkovy reaktor je Castym typem pouzivanym v prumyslovych aplikacich.
Jednoducha konstrukce zndzornéna na obrdzku 3 vyuziva rychlou kinetiku srazeci reakce, ke
které dochéazi v samotném potrubi. Vzhledem ke konstrukénimu feSeni zavadéného sulfidu
vSak v misté jeho vypusti vznikd lokalni presyceni, a vzniklé precipitaty maji nezadouci

vlastnosti (9; 11).

Zdroj sulfidu

Produkt obsahujici
+ > srazeniny sulfidu
kovu

Zdroj odpadni vody

Obrazek 3: Schéma priitocného trubkového reaktoru (11)

V tématu sanacnich a rekultiva¢nich praci po pramyslové ¢i hornické Cinnosti stoji za
zminku statni podnik DIAMO. Pii odstrafiovani nasledki tézby se tématu ¢isténi vod vénuje
zvlastni pozornost. Kromé Cisténi dalnich vod probiha také jejich pfisné monitorovani. Pro
ucely diplomové prace byla do kapitoly vysledkd a diskuze zafazena data o vysledcich
monitoringu a stavu slozek zivotniho prostfedi se zamérem srovnat uCinnosti srazeni kovu

pouzitymi metodami.
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3 Kolobéh siry

Cyklus siry je jednim z hlavnich probihajicich biogeochemickych procesi na Zemi.

V prostiedi je sira pfitomna v pevnych latkach, plynech i vodach.

V pevnych latkach se sira vyskytuje v rudach na bazi sulfidi. Mezi nejrozsifengjsi rudy
patii galenit (PbS), sfalerit (ZnS) a pyrit (FeS2). Nejznaméj§im mineralem na bazi siranu je
sadrovec (CaS04x2H20). Ve znacné mife se sira vyskytuje také v uhli, ¢i rop€. V plynném
skupenstvi se v atmosféfe majoritné vyskytuji oxidy siry v dasledku spalovani fosilnich paliv.
Muzeme ji vSak detekovat taktéz ve formé sirovodiku (H2S) ¢i karbonylsulfidu (COS). Sira je
ovSem 1 nepostradatelnou slozkou organickych materiala. Je nedilnou soucasti aminokyselin
(methionin, cystein), struktur vitaminu (vitamin B7) a koenzymu A. Ve vodném prostiedi ji
nachazime predevsim ve formé siranli. Ze zminé€ného vyskytu siry je patrné, ze se nejCastéji

vyskytuje v oxidaénim stavu S°, Sa SV1(13).

prumysiove
exhalace

f

oxidace oxidace

atmosféra

— —_— -4 —_— pe— —_— —_— PR— JR— —_— — —_— —_— —a —_— —_—
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\ \'ﬁk,\
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» Jo¥
‘_\0”

, _ disimilacni redukce ,sulfatove dychani® rozklad
pynt  —e— - ‘ e
(anaerobni respirace) hornin

org. hmota
(Cys, Met)

Obrazek 4: Cyklus siry na Zemi (14)
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Pti rozkladu hornin s obsahem siry vznikaji ve vodé rozpustné siranové ionty, které
mohou byt vstiebavany rostlinami a mikroorganismy (MQO). Potravnim fetézcem se tyto ionty
transformuji do organické podoby ve formé bilkovin. Po uhynuti organismu dochazi
k procesu desulfurace neboli hniti a rozkladu organickych slouc€enin. Na procesu mineralizace
se podileji bakterie rodu Escherichia ¢ Proteus. Sira se opét uvolni, tentokrat ve forme
sulfanu (H2S). Autotrofni sirné bakterie, napfiklad rodu Beggiatoa, vznikly sulfan vyuziji jako
zdroj energie a v metabolickém procesu jej zoxiduji na elementarni siru. Elementarni sira je
dale chemoautotrofnimi organismy jako jsou bakterie rodu Thiobacillus oxidovéana na sirany,
které anaerobni SRB vyuzivaji jako koncové akceptory elektronil v procesu anaerobni
respirace a davaji za vznik sulfidom. Cast sulfanu, jakoZto toxického plynu, je kromé& spotieby
autotrofnimi bakteriemi uvoliiovana do atmosféry, kde se oxiduje na oxid sificity (SO2).
K vysoké koncentraci oxidu sifi¢itého v atmosféfe prispiva také jeho pramyslova exhalace
zapii¢inéna spalovanim uhli. Naslednou oxidaci se SO2 méni na SOs, ktery je taktéz do
ovzdusi uvolfiovan i1 antropogenné. Oxidy siry se v ovzdusi vazou na vzdu$nou vlhkost a tvori
mlhu kyseliny sirové (H2SO4), ktera se nasledné projevi v podobe tak zvanych kyselych
destu. Kysela voda nasledné prosakuje z povrchu do hornin, kde se opét vyskytuje v podobé

SO4%. Kolobéh je znazornén taktéz na obrdzku 4.

Jak jiz bylo feCeno, jednotlivé formy vyskytu siry mohou byt vyuzivany mikroorganismy
pro jejich rust ¢i k ziskani energie. Jakykoliv proces, ktery chemicky transformuje nebo
transportuje siru mezi jednotlivymi matricemi, ve kterych se vyskytuje, ma potencial ji
frakcionovat na jednotlivé izotopy. Praveé diky detekci izotopu, které jsou 3,5 milionu let

staré, dnes vime, jak dlouho se disimila¢ni redukce vyvijela (13; 14; 15; 16).
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4 Siran redukujici bakterie

SRB lze definovat jako smiSenou skupinu bakterii, kterd je morfologicky a nutricné
diverzifikovana, avSak bezpodminecné anaerobni, vyuzivajici siran, nebo jiné oxidované

slouCeniny siry, jako akceptor elektrona pii disimilaci organickych slou¢enin (17).

Anaerobni SRB ve svém zivotnim cyklu siran vyuzivaji k dychéni, stejné jako aeroby
vyuzivaji kyslik. Siran je takzvanym terminalnim akceptorem elektronu. I pres Sirokou Skalu
rozmanitosti v morfologickych znacich & narocich na substrat, maji bakterie spolecnou
vlastnost, a to je schopnost redukce sirand za anoxickych podminek, z ¢ehoz vyplyva i jejich

oznaceni (18).

4.1 Kilasifikace, morfologie a prirozeny vyskyt

Historicky byla pfeména siranu na sulfid uznana jako biogenni proces v druhé poloving
19. stoleti a do roku 1886 se predpokladalo, ze tuto pfemeénu iniciuji fasy. V témze roce
Hoppe — Seyler demonstroval, ze proces vyzaduje pfisné anoxické podminky a externiho
darce elektronti neboli podminky, které fasy neumoznuji. O 9 let pozd¢€ji v roce 1895
holandsky mikrobiolog M. W. Beijerinck dokazal, ze redukce siranti je katalyzovana
bakteriemi a izoloval prvni Cistou kulturu Spirillum desulfuricans, dnes znamou pod nazvem

Desulfovibrio desulfuricans (19).

Ptizvisko Desulfovibrio dali prvni izolované kultute v roce 1936 Kluyver a van Niel.
V nasledujicich letech byly bakterie podrobn€ studovany a klasifikovany. Moderni klasifikace
SRB je zalozena na sekvenc¢ni analyze genu 16S rRNA, ktery je ziskdn metodou
polymerazové fetézové reakce (PCR) snaslednou elektroforézou. Aktudlni seznam siran

redukujicich bakterii i s morfologickymi vlastnostmi je uveden v tabulce 3 (17; 20; 21; 22).

SRB maji Sirokou S$kalu tvart. Muzeme je pozorovat ve tvaru rovnych nebo
zakfivenych tyCinek, ovall, kokt ¢i vibria. Velikostné se pohybuji v rozmezi 0,3-4 um
a vyskytuji se jednotlivé, v parech, ale i ve shlucich zvanych agregaty. U nékterych SRB se
vyskytuji morfologické znaky, které nejsou pro jejich zZivot nezbytné. Takovymto znakem
muze byt pritomnost biCiku ¢i fimbrii. Morfologie neni idealni zpisob pro identifikaci
jednotlivych druht bakterii, jelikoz bakterie mize mit rozdilnou morfologii za idealnich

podminek nez za podminek extrémnich (18).
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Tabulka 3: Zkrdcend klasifikace siran redukujicich bakterii (21; 22)

Rod Morfologicky tvar Biciky Desulfoviridin Oxidace acetatu Optimalni rdstova teplota [°C]

I. Gramnegativni, mezofilni, nesporulujici siran redukujici bakterie

Desulfobacter vibria +/- = CAC! 28-32
Desulfobacterium ovalné tydinky +/- - K? 20-35
Desulfobulbus ovalné/rovné tycinky -/+ - N3 28-39
Desulfococcus koky -/+ + K 28-36
Desulfomicrobium ovalné tycinky +/- - N 28-37
Desulfomonas tycinky - + N 30-40
Desulfomonile tycéinky - + K 37

Desulfonema vldkna + +/- K 30-32
Desulfosarcina ovalné tycinky/koky +/- - K 33

Desulfovibrio vibrio + + N 25-37

Il. Grampozitivni, mezofilni, sporulujici siran redukujici bakterie

Desulfotomaculum rovné/zakrivené tycinky + - N/K 25-38, termofilni 50-65

ll. Gramnegativni, bakterialni, termofilni siran redukujici bakterie

Thermodesulfobacterium vibrio/rovné tycinky —/+ - N 65-70

IV. Gramnegativni, archealni, termofilni siran redukujici bakterie

Archaeoglobus koky +/- - K 82-83

'Kompletni oxidace pies citratovy cyklus, 2Kompletni oxidace acetatu, *Neuplna oxidace acetatu



Mezi hlavni mista, kde se SRB vyskytuji, patii mofské sedimenty, u kterych cely
vyzkum bakterii zapo&al. Rada z nich se viak vyskytuje mimo slané prostfedi a mizeme je
tedy nalézt i ve sladkovodnich sedimentech, ptidach, vodnich nadrzich, ale jejich pfitomnost
se nevyhyba ani zivoCichum. Siran redukujicimi bakteriemi muze byt osidlen i stievni trakt

Cloveka ¢i zvitat (17).
4.2 Vztah ke Kkysliku

Ackoliv SRB spadaji pod anaerobni bakterie, je dokazéno, ze jsou po danou dobu
schopny tolerovat urCité mnozstvi kysliku. Roku 1985 Cypionka studoval vztah mezi
kyslikem a 8 druhy SRB, pficemz dosSel k zavéru, Ze tolerance se méni s druhem bakterie.
SRB si vyvinuly obranné adaptacni mechanismy, které jim umoziuji expozici kyslikem
prezit. Mechanismy muzeme rozdé€lit na behavioralni strategie a molekularni strategie.
Behavioralni strategie zahrnuje aerotaxi a agregaci, kterd bakteriim umozni prezit periodickou
expozici kyslikem. Molekularni strategie jsou schopné pouze nékteré druhy bakterii, které
dokazou eliminovat kyslik 1 jeho reaktivni formy (ROS), a ochranit tak buiku pred
poskozenim. Mezi reaktivni formy kysliku patii superoxid (O27), peroxid vodiku (H202)
a hydroxylovy radikdl (HO’). Superoxidovy anion je u desulfovibrii vychytdvan dvéma
enzymy — superoxid dismutazou (SOD) a superoxid reduktazou (SOR). SOD eliminuje
superoxidové ionty dismutaci na peroxid vodiku a molekularni kyslik, jak je zobrazeno na
obrdazku 5. U rodu Desulfovibrio byla taktéz pozorovana aerotaxe — bakterialni bunky
v zivném médiu migrovaly na misto s obsahem kysliku 0,02 az 0,04 %, ¢imz bylo prokazano,
ze bakterie z rodu Desulfovibrio ma na svém povrchu chemoreceptor, slouzici jako snimac
koncentrace kysliku a redox potencialu okolniho prostredi. Rust Desulfovibria pti nizkém

obsahu kysliku tudiz zna¢i mikroaerobni povahu (23; 24).

SOD [KATAL AZA @

Obrazek 5: Proces detoxikace reaktivni formy kysliku (18), upraveno autorem
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Pti kultivacich SRB v8ak nestaci pouze zajisténi anaerobniho prostfedi, nybrz musime
mit na paméti i kliCovy faktor rustu, kterym je redoxni potencial. Hodnota redoxniho
potencialu by se mela pohybovat alespoi pod -50 mV a dosdhneme ji ptfidavkem
redox-potencialniho ¢inidla, pokud jiz neni soucasti anaerobni kultivacni pidy. Jako Cinidlo
muzeme pouzit sulfid sodny, ¢i kyselinu askorbovou. Idealni hodnota redoxniho potencialu je

vsak -200 mV (18; 25; 26).

4.3 Vztah k teploté a pH

Mezi SRB patii mezofilni a termofilni druhy. Teplota je jednou z hlavnich podminek
ovliviiyjici  UCinnost a rychlost redukce sirand. Mezi mezofilni rody patii
i Desulfovibrio, jehoz teplotni $kala je poméme §iroka. Tato bakterie dokaze rust za pokojové
teploty 25 °C, nicméné z Casového hlediska rust potrva déle, nez kdyby byla kultivace
provedena za idealni rustové teploty 37 °C. Kmen Desulfotomaculum je zastupce termofilnich
bakterii a mizeme jej kultivovat v teplotnim rozmezim od 25 °C do 60 °C. Z hlediska pouziti
SRB v pramyslovych odvétvich jsou vSak termofilni bakterie nakladné na provoz, a tudiz se

priklani k pouziti bakterii mezofilnich.

Spolecné s teplotou je zasadnim faktorem pro zajisténi spravné metabolické aktivity
bakterii také pH. ZvySené hodnoty pH okolniho prostfedi maji za nasledek snizenou
enzymatickou kapacitu pro degradaci organickych substrati a koncentrace protona
a hydroxyla ovliviiuje i moznost rozpousténi zivin. Pozadavky na optimalni hodnoty pH se
1i§i kmen od kmene a z celkového pohledu se jedna o Siroké rozmezi hodnot, pfi kterych jsou
SRB schopny fungovat. Jiz pii odchylce o 1 jednotku od optimalni hodnoty pH bylo

zaznamenano az 50 % zpomaleni rychlosti mikrobialniho metabolismu, a tudiz i ristu.

SRB muzeme rozdélit do tfi skupin na zakladé jejich optimalniho pH pro rust. Prvni
skupinou jsou acidofilni SRB, které jsou schopny piezivat i v extrémnich hodnotach pH, které
jsou men$i nez 1. Druhou skupinou jsou alkalofilni bakterie prezivajici v prostredi o hodnoté
pH vétsi nez 11 a posledni, neutrofilni skupinou SRB jsou bakterie s optimalnim pH mezi
6 az 8. Neutrofilni SRB se povazuji za nejbézné&jsi druh a z vyzkuma vyplyva, Ze jsou
schopny pfezit 1 v pro n€ extrémnich podminkach pH. Piikladem mohou byt antropogenné
zneCisténé kyselé ¢i alkalické puadni vody, na jejichz remediaci se s vysokou preferenci

vyuzivaji (18; 27).
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4.4 Redukce siranu

Proces redukce oxidovanych sloucenin siry jako jsou thiosirany, sifiCitany nebo sirany
je v ptirodé nepostradatelny. Rostliny 1 zvifata totiz dokazou vyuzit pouze redukovanou
formu zminénych sloucenin. Mikroorganismy jsou schopné asimilacni redukce, kterou
zaClenuji zredukovanou siru pfimo do bun€k. Asimilaci tak MO dokézou syntetizovat
esencialni slouceniny, jako jsou aminokyseliny obsahujici siru (cystein, methionin). Proces
disimila¢ni redukce sulfatu je typ anaerobniho dychani, oznaCovan taktéz jako respirace

sulfatu, pfi kterém je vyuzit siran jako terminalni akceptor elektronu (28).

4.4.1 Etapy disimilac¢ni redukce siranu

Bakterie redukujici sirany ziskavaji energii pro syntézu a rast spojenim oxidace
vodiku nebo organickych slouCenin, na obrdzku 6 vyznaCeno Cervené, sredukci siranu na

sulfid, vyznaceno ¢erné.

Slouceniny dusiku

Fosfat
Organicke
slouceniny Bunécné slozky
o N A S0,2
| SO
S(H) Energie H,S
CO, HyS

Obrazek 6: Metabolicky princip bakterii redukujicich sirany (21)

Mechanismus disimila¢ni redukce zahrnuje nékolik fazi, z nichz prvni by se dala
nazvat jako transport siranu. Jelikoz proces redukce probiha na vnitini stran¢ cytoplasmatické
membrany bakterialni buriky, je tfeba siran z extracelularniho prostiedi importovat do
prostiedi intracelularniho. Pfestup je realizovan za pomoci H/Na' antiportniho ptenaSece.
Disimila¢ni mechanismus redukce sirand je v porovnanim s mechanismem asimilacnim

odlisny naptiklad typem transportéru umoziiujici pfechod siranu do intracelularniho prostiedi.
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Piikladem asimilaéni redukce muze byt Escherichia coli, ktera pro transport SO4% vyuziva
membranové proteiny, tak zvané ABC transportéry. Proces redukce zacind konverzi
siranového aniontu na adenosinfosfosulfat (APS). Siranovy anion neni snadno redukovatelny.
Jeho redoxni potencial je velmi nizky (Eo = -0,516 V), a proto musi nejprve dojit ke zvySeni
neboli k tak zvané aktivaci siranu. Aktivace je zprostfedkovana adenosintrifostatem (ATP)
sulfurylazou za soucasného spotfebovavani ATP, kdy produktem je adenosin-S-fosfosulfat

a pyrofosfat (PPi):
SO~ + ATP - APS + PP; (10)

Reakci ve prospéch tvorby produkti posouva pravé vznik pyrofosfatu, ktery je za
pomoci enzymu anorganické pyrofosfatazy hydrolyzovan, a tedy udrzovan na nizkych
koncentracich. Enzym APS reduktaza katalyzuje redukci adenosinfosfosulfat na

adenosinmonofosfat (AMP) a sifiCitan nasledujici reakei:
APS & AMP + S05~ (11)

V nasledujicim kroku, kdy se sifi¢itany (SO3%) redukuji na sulfidy (S%), je zapotiebi

6 elektront od elektronovych donoru:
SOZ™ + 6e~ + 8H* - H,S + 6H,0 (12)

U bakterii redukujicich sirany se rozliSuji c¢tyfi hlavni typy disimilanich
sulfidreduktaz, které redukci sifiCitant iniciuji. Reduktazy se rozlisuji dle absorpcnich spekter
na desulfoviridin, desulforubidin, desulfofuscidin a protein P582, pfiCemz jsou vSechny
skupinoveé specifické. Desulfoviridin byl identifikovan prakticky u vSech druhii rodu
Desulfovibrio, a tak je povazovan za jeho taxonomicky marker. Desulfoviridin byl
identifikovan 1 u Desulfococcus bakterii a vétS§iny bakterii zrodu Desulfonema.
Desulforubidin = byl identifikovan u kmene Desulfomicrobium a Desulfosarcina.
Desulfofuscidin se nachéazi v termofilnim rodu 7hermodesulfobacterium a protein P582 je

ptitomen ve sporulujicim kmeni Desulfotomaculum (23, 28).
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4.4.2 Donoti elektronu

Donory elektront jsou nezbytné pro zajisténi mechanismu disimilacni redukce. Jako
zdroj uhliku a energie jsou SRB schopny vyuZzivat razné substraty, piehled je uveden
v tabulce 4. B&zn& pouzivanymi donory jsou vodik, methanol, ethanol, acetat, laktat Ci

pyruvat (29).

4.4.3 Akceptori elektront

SRB redukuji siran na sirovodik ve stejném smyslu, jako aerobni bakterie redukuji
kyslik na vodu. Pfi vyuziti siran (SO4%), elementarni siry (S°) nebo thiosirand (S203%)
jakoZzto terminalnich elektronovych akceptord, vznika znacné mnozstvi H2S. Kromé sloucenin
obsahujicich siru jsou SRB schopny vyuzivat i jiné molekuly ptitomné v prostiedi jako
terminalni akceptory elektroni. Rod Desulfovibrio mize vyuzivat dusitany a dusi¢nany.

Spolecné s prehledem donorti jsou v fabulce 4 uvedeni i elektronovi akceptofi (18; 21; 30).
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Tabulka 4: Elektronovi donori a akceptori vvbranych siran redukujicich bakterii (21)

Rod Elektronovi akceptofi Elektronovi donofi'
(jini, nez SO.*) H: | Acetat | Propionat | Ethanol | Laktat | Sukcinat/Fumarat/Malat | Fruktoza / Glukoza

Desulfobacter S0;7, S,0:* + + = + - - -
Desulfobacterium S,05* £ | (D () + + + -
Desulfobulbus SOs%, S;0:*, NO5 + - + + + - -
Desulfococcus S0;7%, S,0:* 5 (+) + + + - -
Desulfomicrobium S0;7, S,0:* + - - + + + -
Desulfomonile S,05* + = N . - - -
Desulfonema S0s%, S:05* £ | (D + - + + -
Desulfosarcina S0, S,05* +1 + + + + .
Desulfovibrio Ii?é;{ $,05", Fumarat, + - - + + + T
Desulfotomaculum S,0s%, Fumarat + + + + + + +
Thermodesulfobacterium | S;05* + - = - + - -
Archaeoglobus - + = N N + N +

ISymboly: +, vyuziva; (+),

slab€ vyuziva; -, nevyuziva; £, vyuziva/nevyuziva; (), vyuZziva slab& nebo vubec; N, neni stanoveno




4.5 Izolace a kultivace v umélém prostredi

Izolace bakterialnich kultur se provadi z fadn€ odebranych vzorkt z vybraného mista.
Mnozeni SRB bakterii probiha na kultivac¢nich padach. Vyuzivaji se umélé pudy s obsahem
zivin zajistujicich optimalni rast bakterii. NejCast€ji pouzivanou pudou je Zzivna puda
Postgate, ktera ma hned ne€kolik modifikaci oznacenych pismeny B, C a E. Postgate B se da
také najit pod oznaCenim DSM-63. Zminéna puda a jeji modifikace se uplatiuje predevsim
pii kultivaci rodu Desulfovibrio. Dalsi mize byt Starkey's médium ¢i Baar's médium. Diky
nejednotnym narokiim jednotlivych SRB bakterii na zivna média neexistuje jedno

univerzalni, které by vyhovovalo vSem (2; 31).

Optimalni rastova teplota bakterialnich kultur v zivnych padach se pohybuje v rozmezi
25 az 37 °C, u termofilnich kment az 60 °C, pficemz k pomnozeni dojde pfiblizné za 5 az 7
dni. V tekutych padach indikuje rast SRB vznik Cernych srazenin FeS a typicky sirovodikovy
zapach, ktery je patrny jiz za 3 dny po inokulaci pudy. Rust SRB na Petriho miskach se
projevuje vznikem Cerné zbarvenych kolonii prorustajicich agar a typickym zapachem.

Nejbézn€ji pouzivana média obsahuji laktat, ktery je jeden z nejcastéjSich donort

elektronud pro rist SRB v zivnych médiich (18).

4.6 Bioreaktor

RTS-8 je bioreaktor vyuzivajici patentovanou technologii Reverse-Spin® vyrabény
firmou Biosan, jehoz podrobngjsi specifikace jsou uvedeny v tabulce 5. Jde o neinvazivni
mechanickou metodu michéani s nizkou spotifebou energie, pii které se bunécnd suspenze
promichava diky rotaci trubice bioreaktoru kolem své osy se zménami rotacnich smérli, coz
zajistuje vysoce ucinné michani. V kombinaci s infraervenym optickym systémem je mozné
neinvazivné v realném Case zaznamenavat kinetiku ristu bun€k. Mezi zakladni funkce

bioreaktoru RTS-8 patfi:

e Paralelni kultivace 8 bioreaktoru,

o Individualni nastaveni podminek kazdého bioreaktoru,

e Princip michéni Reverse-Spin®,

e InfraCerveny opticky systém,

o Bezplatny software pro ukladani, predvadéni a analyzu dat,

e Cloudové ulozisté dat pro vzdalené sledovani procesu kultivace.
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Tabulka 5: Specifikace RTS-8 bioreaktoru

Zdroj svétla Laser
Vinova délka (A) 850+ 15 nm
Rozsah métent 0-100 OD600
Chyba méfeni uzivatelské kalibrace (rozsah 0,1-6 OD600) +0,3
Periodicita méfeni za hodinu 1-60
Rozsah nastaveni teploty +15°C ... +60 °C
Teplotni stabilita 10,3 °C
Mozna maximalni pocCet bioreaktora 8
Rozsah pracovniho objemu 3-50 ml
Rozsah regulace rychlosti 150-2700 ot/min

Mezi typické aplikace RTS-8 patfi sledovani kinetiky rustu bunek v realném case, testy
inhibice a toxicity, kontroly kvality kmene, optimalizace bioprocesu, nebo experimenty

s teplotnim stresem.

4.7 Biofilm

Bakterie v pfirodnim prostfedi Casto vytvareji biofilm, ktery zajistuje vhodné prostredi
pro jejich rust a preziti. Jako biofilm oznacujeme spoleCenstvi bakterii adherovanych
k povrchu, které je obklopené extracelularni biopolymerni matrici tvofenou polysacharidy,

proteiny a extracelularni DNA s bakterialnim puvodem, viz obrdzek 7.

Historicky prvnim pozorovatelem biofilmu je Nizozemec Anthony van Leeuwenhoek,
ktery na prelomu 17. a 18. stoleti pomoci jednoduchého mikroskopu pozoroval a popisoval
zubni plak neboli bakterialni biofilm. Termin biofilm se vyskytuje v publikacich jiz od roku
1935, avSak za prukopnika se povazuje Bill Costerton, ktery je uznavan jako zakladatel studii
o biofilmech. Nasledny rozmach vyzkumu bakterialnich biofilmu je tak datovan v 80. letech
20. stoleti. Biofilm je momentaln€ nejcastéji sledovan za pomoci konfokalniho laserového
mikroskopu, za pouziti fluorescenéné znafeného bakteridlniho proteinu v kombinaci

s in silico analyzou obrazu pro ziskani 3D nahledu.
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Tvorba biofilmu se da rozdélit do nékolika fazi:

1) Reverzibilni adsorpce
2) Ireverzibilni adheze

3) Tvorba mikrokolonii
4) Zrani

5) Disperze

5" Disperze

Planktonické buriky ~
‘ o

N
\,\

4 Zrani

'\l/

1 Reverzibilni adsorpce

=N

3. Tvorba mikrokolonii

S e e

2 Ireverzibilni adheze

Obrazek 7: Tvorba biofilmu, prevzato z (32)

Pti tvorbé biofilmu hraji dalezitou roli environmentalni faktory a povrch, na kterém se
biofilm ma tvofit. Pro produkci biofilmu jsou potieba voln€ se pohybujici bakterialni burky,
tzv. planktonické buniky. Reverzibilni adheze neboli adsorpce je iniciovana nekovalentnimi
vazbami, jako jsou Van der Waalsovy sily, acidobazické sily nebo elektrostatické interakce
a dochazi k ni pfi prvotnim kontaktu planktonické bakteridlni buiiky s povrchem. V této fazi
se butiky stale mohou od povrchu odloudit a vratit se do prostoru, kde dale ziji planktonicky.
Pasobeni zminénych sil v kombinaci s okolnimi podminkami jako je pH, teplota, ale
1 vlastnosti povrchu, dévaji prostor pro produkci exopolymernich latek (EPS), diky kterym se

bakterie k povrchu navéaze ireverzibilné. Pti ireverzibilni adhezi dochazi k nevratnému piilnuti
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buriky na povrch a k nasledné tvorbé mikrokolonii. Ve fazi zrani se butiky mnozi a produkuji
extracelularni biopolymerni matrici, jejiz tvorba je ovlivnéna okolnimi podminkami (pfisun
zivin, piitomnost kysliku, teplota, pH). V matrici se mezi mikrokoloniemi formuji kanaly,
kterymi protéka voda, a tak se jednotlivym koloniim dostava neustalého ptisunu zivin. Zranim
vytvofeny biofilm muze dosahnout tloustky az 50 um a jeho struktura se odviji od typu
proudéni, ve kterém se buiky nachazi. Pfi laminarnim proudeéni je biofilm mikrokolonii
kulaty, kdezto pfi turbulentnim proudéni se biofilm mikrokolonii rozsifuje ve sméru proudu.
Posledni fazi je disperze, pii které dochdzi ke zméné ve struktutfe mikrokolonii. Bakterialni
buiky znovu ziskavaji pohyblivé schopnosti a oddé€luji se od struktury do prostoru, kde

mohou zacit tvofit novy biofilm.

Bakterialni biofilm je rezistentni pro Sirokou Skalu bakteriim toxickych latek, mezi které
patii antibiotika €1 dezinfekeni prostfedky a taktéz bakterie chrani pfed nepifiznivymi vlivy
prostiedi jako je UV zafeni, vyschnuti nebo zmény pH. V lidském téle vSechny zminéné
vlastnosti tvofi podklad pro rozvoj chronického onemocnéni v pfipad€é, ze je biofilm

bakteriemi tvofen napfiklad na povrchu kloubnich implantat (32; 33; 34; 35).

4.8 Vyznam siran redukujicich bakterii v prumyslu

Vyuziti SRB muzeme najit hned v né€kolika oblastech pramyslovych vyrob, respektive

ve zpracovani jejich odpadnich vod.

Schopnost ménit siran na sulfid se Siroce uplatiiuje pii bioremediaci. V hydrometalurgii
se v odpadnich vodach po zpracovani sulfidovych rud nachazi vysoky obsah tézkych kovi,
které jsou schopny akumulace, a jelikoz jsou toxické, jejich vyskyt v zivotnim prostiedi je
nezadouci. Vyuzitim SRB pro ¢&isténi odpadnich vod dojde k detoxikaci, pfiCemz jsme
schopni vyziskat zpét i kovové prvky jako je méd, stiibro, antimon ¢i zinek ve formé
kovovych sulfidi. SRB mohou byt pouzity i pro vyrobu kyseliny sirové ¢i samotné siry z kala

vznikajicich €isténim odpadnich vod.
4.8.1 Nezadouci vlastnosti

I pfes znacné pozitivni ucinky SRB na Zivotni prostfedi ma jejich pisobeni i negativni
dopady. Svou bioaktivitou jsou schopné zapficinit biokorozi kovu pfitomnych v potrubich, ale
i ve stavenich materialech, napfiiklad v betonu. Mikrobiologicky ovlivnéna koroze kovu je
vSak ovlivnéna fadou dalSich podminek, vetné typu kovu, teploty, pH, podminek proudéni,

povlakd, biocida a hydrofobnosti (27).
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S Mikroorganismy vybrané k testovani

5.1 Bacillus subtilis

Bakterie druhu Bacillus subtilis patii pod kmen Firmicutes, tfidu Bacilli, tad Bacillales,
celed” Bacillaceae a rod Bacillus. Je zastupcem obligatné aerobnich mikroorganismi, ktery

byl poprvé podrobné popsan F. Cohnem v roce 1872.

Diky produkci enzymu degradujicich substraty a vysoce adaptivnimu metabolismu je
bakterie schopna pfezivat v neustale se meénicim prostiedi. Je rychle rostouci, grampozitivni

tyCinkovitého tvaru (viz obrdzek 8) o prumérné délce 2-6 um a Sifce mensi, nez je 1 pm.

Obrazek 8: B. subtilis pod svételnym mikroskopem pri zvétseni 500% (36)

Optimalni teplota rastu bakterii je v rozmezi 30-35 °C a za nepfiznivych podminek
jsou bakterie schopné sporulace. Vytvorené endospory jsou vysoce rezistentni vac¢i okolnimu
stresu (UV zafeni ¢ vysoka teplota), ale za pfiznivych podminek se op€t meni na
plnohodnotnou bakterii. Podobné jako D. vulgaris je 1 B. subtilis ubikvitni. Vzhledem
k nenaroénym podminkdm kultivace a vSudypiitomnosti nalézd B. subtilis Sirokou $kalu

uplatnéni (37).
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Obrazek 9: VyuZziti B. subtilis (38)

Bakterie naléza uplatnéni v medicinském a pramyslovém odvétvi diky produkci
hydrolytickych enzymu a chemikalii jako je riboflavin (vitamin B2). Bakterie se také pouziva
jako probiotikum a je pfidavana do krmnych smeési zvirat. Je nejlépe prostudovanym
organismem grampozitivni linie a idealnim modelem pro studium tvorby biofilmu, viz

obrdzek 9 (37, 38).

5.2 Desulfovibrio vulgaris

Druh  Desulfovibrio  vulgaris  spada pod kmen  Proteobacteria, tiidu
Deltaproteobacteria, tad Desulfovibrionales, Eeled Desulfovibrionaceae a rod Desulfovibrio.
Tato gramnegativni, mezofilni, nesporulujici pohybliva bakterie byla poprvé izolovana roku
1946 ve Velké Britanii pobliz Hildenborough, odkud si také nese pojmenovani ,,D. vulgaris

Hildenborough®.

Ackoliv bakterie patii mezi striktné anaerobni SRB, je schopna kyslik do urcité miry
tolerovat, a proto ji oznacujeme jako obligatné anaerobni. Maximalni koncentrace kysliku
v prostiedi, ktera jest€ nezplusobi bunéfnou smrt, je okolo 0,02 %. Bakterie ma zakfiveny

ty¢inkovity tvar, ktery nedosahuje délky vétsi nez 1,6 um (viz obrdzek 10).
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Kmen D. vulgaris Hildenborough (DvH) je dodnes pouzivan a vyznacuje se pritomnosti
desulfoviridinu, disimilacni sulfidreduktazy iniciujici redukci sificitand, ktery muzeme

povazovat za taxonomicky marker, jelikoz se vyskytuje u vSech druht desulfovibria.

Obrazek 10: D. vulgaris pod rastrovacim elektronovym mikroskopem pri zvétseni 6000 (39)

Optimalni ristova teplota bakterie D. vulgaris se pohybuje v rozmezi 25-37 °C a rozmezi

optimalniho pH je 6,5-7,3. Jako elektronové donory vyuziva predev§im Hy, laktat ¢i ethanol.

DvH se bézné nachazi na anoxickych mistech, jako jsou spodni vody a sedimenty,
ropna stanovisté nebo plynovody, ale nevyhyba se ani lidskému stfevu. Z vyctu mist, kde ho
muzeme nalézt je patmé, Ze je organismus tak zvané ubikvitarni neboli vSudypfitomny.
Bakterie je modelovym organismem pro studium energetického metabolismu bakterii
redukujicich sirany, a pro sledovani koroze strojnich zatizeni zapii¢inéné schopnosti bakterii
rozkladat kovy. Pozoruhodnou vlastnosti je schopnost degradace toxického Cr'! na méng

toxicky Cr'!l v kontaminované pidé & ve vodé (39; 40; 41).

Vyuziti mikroorganismu D. vulgaris se nesoustiedi pouze na technologie pro Cisténi
vod. Ministerstvo zemeédélstvi Ceské republiky pii feSeni problematiky a optimalizace vsadek
pro bioplynové stanice zpracovavajici zemédeélské odpady zivocisného i rostlinného pivodu

a dal3i vedlejsi zivo€isné produkty, mikroorganismus vyuzivalo pii odsifovani bioplynu (42).
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5.3 Desulfobacter hydrogenophilus

Druh  Desulfobacter hydrogenophilus tadime do kmene Proteobacteria, tiidy
Deltaproteobacteria, tadu Desulfobacterales, Celedi Desulfobacteraceae rodu Desulfobacter .
Tato anaerobni gramnegativni bakterie byla poprvé izolovana a charakterizovana z motského

sedimentu roku 1987 F. Widdelem v Némecku.

Buniky jsou diky absenci bi¢iku nepohyblivé, nesporulujici a maji protahly ovalny tvar,
dosahujici délky az 3 um a Sitky 1,3 um. Bakterie tohoto druhu dokazou zit autotrofné,
a jejich optimalni ristova teplota se pohybuje mezi 28 a 32 °C. Bylo zjisténo, ze dokazou rast
1 pii teplotach pohybujicich se okolo 0 °C, ¢imz se od ostatnich siran redukujicich bakterii
lisi. Bakterie nema pouze Siroké rozmezi rustové teploty, nybrz i hodnot pH. Optimum je

v rozmezi 7,1 az 7,4, ale rast dokazou v rozmezi 5,5 az 7,6.

D.  hydrogenophilus je schopen redukovat sirany, sifiitany 1 thiosirany.
Nejvyuzivangjsim elektronovym donorem a zdrojem uhliku je acetat, ktery je zcela oxidovan
na oxid uhlicity (CO2). Kromé& acetatu je schopen jako elektronového donora vyuzivat i Ha €i

ethanol.

Nejcasteji se D. hydrogenophilus vyskytuje v anoxickych braktickych ¢i motskych

sedimentech, ale také ve sladkovodnich sedimentech ¢i v aktivovaném kalu (43; 44; 45).
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6 LITHIM zarizeni

6.1 Tristupnovy kolonovy systém LITHIM

Jedna se o zafizeni, jehoz funkci je zachyt iontd kovi ze zneCisténych odpadnich,
zejména prumyslovych, vod biologickou (lithotrofni) imobilizaci. Technologickou podstatou
je kombinace tfi modull, viz obrdzek 11, ptiCemz kazdy z nich ma specifickou funkci. Pro

jejich vyrobu mize byt vyuzito plastového materialu, skla, nebo nerezové oceli.

Prvni z moduld, tak zvany sirny, ma za kol vytvofit idealni podminky pro rast siru
oxidujicich bakterii, naptiklad bakterie Thiobacillus denitrificans. Tato bakterie elementarni

siru oxiduje dle nasledujici rovnice:
CO, + S° + 2H,0 +%02—>CH20 + S0~ +2H* (13)

Néplii prvni kolony tvoii materidl s obsahem siry, na némz jsou v bakterialnim
biofilmu ukotveny siru oxidujici bakterie produkujici SO4> anionty. Jako naplii se pouziva
elementarni sira, nebo smes elementéarni siry a horniny s obsahem pyritu o idealni velikosti
3,15-4 mm. Do kolony je pfivadén Zzivny roztok s obsahem dusi¢nani, fosforeCnant
a hydrogenuhliCitanti. Z prvniho modulu je roztok obohaceny o metabolity bakterii
T. denitrifikans, ptedevsim pak o siranové anionty, veden do nasledujiciho druhého modulu,
tak zvaného sulfidového. Hodnoty pH se na vystupu ze sirného modulu pohybuji v rozmezi

5,5-7,5.

Néplii sulfidového modulu je tvofena inertnim drcenym zeolitem, nebo drcenym
slinutym sklem, na némz jsou bakterialnim biofilmem ukotveny SRB, naptiklad Desulfovibrio
vulgaris, Desulfovibrio desulfuricans nebo Desulfobacter hydrogenophilus. Zminéné SRB
pfeméiiuji sirany na sulfidy. Sulfidovy modul je opatfen pfivodem obohaceného roztoku zivin
o SO4% anionty z prvniho modulu a vystupem roztoku obohaceného o sulfidy usticim do
tretiho modulu. Hodnoty pH na vystupu ze sulfidového modulu maji rozmezi hodnot vyssi

v rozsahu 6-8 a jejich hodnota 1ze na rozdil od modulu sirného regulovat.

Posledni, tfeti Cast zafizeni, kterd je taktéz nazyvana jako imobilizacni modul,
navazuje na modul sulfidovy. Napli tfettho modulu neni nezbytnd, ale pokud ji zafizeni
disponuje je tvorena inertnimi tvarovanymi deskami, které maji za cil prodlouzit dobu

kontaktu vody urCené k precisténi s roztokem Sirokospektralnich srazedel — sulfidovych
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aniontt, pfivadénych ze sulfidového modulu. V imobiliza¢nim modulu tedy dochazi
k vysrazeni iontd kovi obsazenych v zneCisténé vod€ za pomoci metabolickych produkta
bakterii dodévanych z druhého modulu. Do tfettho modulu tedy usti ptivod sulfidovych
aniontu ze sulfidového modulu, a pfivod znecisténé vody. Mezi ionty kova, které se nejcastéji
vyskytuji v praimysloveé znecisténych vodach, patii zejména Zn, Pb, Ni, Cr, As, Cd, Cu, Ag a
Hg. Voda se po pruchodu imobilizacnim modulem oznacuje jako precis§téna. Vystupni trubici
pak odchazi precisténa voda, kal ¢i srazenina. Odvodova trubice precisténé vody muaze byt

navic opatiena odvzdustiovacim ventilem (46).
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Obrazek 11: Tristupnovy kolonovy systém LITHIM (46)
1 — ptivod zivin, 2 — sirny modul, 3 — vypust’, 4 — odvod obohaceného Zivého roztoku o sirany, 5 — sulfidovy

modul, 6 — odvod obohaceného Zivného roztoku o sulfidy, 7 — vypust, 8 — imobiliza¢ni modul, 9 — piivod
prumyslové vody, 10 — odvod precisténé vody, 11 — odvzdusiiovaci ventil, 12 — pfirubové uzavéry, 13 - rost
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6.2 Dvoustupnovy kolonovy systém LITHIM

Pii vypracovavani prace byl sestaven a vyuzit pouze dvoustupiovy kolonovy systém,
ktery je zjednoduSenou podobou tfistupiiového LITHIM zafizeni. Chyb¢jicim stupném je
posledni, imobilizaéni modul. Zafizeni tudiz disponuje modulem sirnym (aerobnim)

a sulfidovym (anaerobnim).

Pouzité¢ sklenéné kolony byly pospojovany hadi¢kami z gumy. V ramci laboratorni
prace byly sestaveny dvé dvojice, viz obrdzek 12. Kazdy ze zminénych systému obsahoval

jinou bakterialni kulturu pro pozdé&jsi porovnani.

4 6

_1

WLy

Obrazek 12: Dvoustupiiovy kolonovy systém LITHIM (schéma autor)

1 — ptivod zivin, 2 — sirny modul, 3 — vypust’, 4 — odvod obohaceného Zivého roztoku o sirany, 5 — sulfidovy
modul, 6 — odvod obohacencho zivného roztoku o sulfidy
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7 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat literarni reSer§i zaméfenou na soucasne
vyuzivané metody odstraniovani kovi z vod a mikroorganismy schopné redukovat sirany na

sulfidy za u¢elem vytipovat vhodné bakterialni kandidaty pro experimentalni ¢ast prace.

Cilem experimentalni Casti bylo provést laboratorni testy na zjednoduseném modelu
kolonového systému LITHIM vyuzivaného k odstranovani kovii zvod s pribéznym
sledovanim vlivu riznych podminek na produkeci sulfidi. Kone¢nym krokem bylo provést
srazeni kova z modelovych vod za pomoci sulfidi vytvofenych siran redukujicimi bakteriemi
v kolonovém modelu. Nasledné vysledky experimentd zpracovat, vyhodnotit a kriticky

zhodnotit.
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EXPERIMENTALNI CAST

6 Material

6.1 Pomiicky

Mezi vyuzité pomucky patii Erlenmayerovy banky, odmérné valce, odmérné kadinky
a sklenéné zasobni lahve v riznych objemech. Dale pak stficky, gumové zatky, plastové
uzavery, sklenéné zkumavky (10 ml), plastové zkumavky (15 a 50 ml), plastové Petriho
misky, stojanky na zkumavky, jednordzové ockovaci klicky, jednorazové ockovaci
L-hokejky, kryci a podlozni sklicka, kahan, mikropipety, gumové hadice, sklenéné kolony,
sada kyvetovych testt LCK 653 a kanystry riznych objemu.

6.2 Pouzité mikroorganismy

Pro zjednoduseny systém LITHIM zatizeni byl do prvniho stupné obou kolonovych
systémU pouzit referencni kmen Bacillus subtilis CCM 2216 pochazejici z némecké sbirky
mikroorganismtit DSMZ. Pro druhy stupen byl v jednom pfipad€ pouzit rod Desulfovibrio
vulgaris, a ve druhém Desulfobacter hydrogenophilus DSM 3380, taktéz z némecké sbirky

mikroorganismtt DSMZ.

6.3 Pristroje

Vycet vSech pouzivanych pfistroju je uveden v tabulce 6.

Tabulka 6: Seznam pouZitych pristrojii

Nazev Vyrobce
Analytické vahy Kern ABJ
Autoklav Systém VX-40
Bioreaktor RTS-8 Biosan
Cerpadlo Envicomp
Chladnicka Electrolux
Mikroskop Nikon Eclipse 80i s dig. Kamerou DSFI-1
Predvazky Kern 440-49N
Spektrofotometr UV-VIS DR6000 Hach
Standartni gelova pH elektroda Hanna Instruments Czech s.r.o.
Termostat Memmert
Trepacka Heidolph Rotamax 120
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6.4 Reagencie a chemikalie

Vsechny vyuzité chemikalie jsou shrnuty v fabulce 7.

Tabulka 7: Vycet pouZitych chemikadlii

Vsechny pouzité chemikalie Vzorec Vyrobce
Agarovy prasek HiMedia
Bakteriologicky pepton HiMedia
Destilovana voda H20 UPCE
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a. KH2PO4 Lach-Ner
Dusi¢nan draselny p.a. KNO;3 Lach-Ner
Dusi¢nan olovnaty p.a. Pb(NO3)2 Lach-Ner
Dusi¢nan sodny p.a. NaNO; Penta
Ethanol denaturovany C2HsOH Lach-Ner
Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat p.a. Na;HPO4 x12H20 | Lach-Ner
Hydrogenuhlic¢itan sodny p.a. NaHCO3 Penta
Chlorid amonny p.a. NH4Cl1 Penta
Chlorid draselny p.a. KCl Lach-Ner
Chlorid hotecnaty hexahydrat p.a. MgCl2x6H20 Lach-Ner
Chlorid sodny p.a. NaCl Lach-Ner
Chlorid vapenaty dihydrat p.a. CaCl2x2H20 Lach-Ner
Krystalova violet C2sH30N3Cl Merck
Kvasni¢ny extrakt HiMedia
Lugolav roztok KIz Merck
Octan sodny trihydrat p.a. CH3COONa x 3H20 | Lach-Ner
Siran sodny p.a. NazSO04 Lach-Ner
Siran zine¢naty heptahydrat p.a. ZnSO4xTH20 Penta
Siran zeleznaty heptahydrat p.a. FeSO4x7H20 Lach-Ner
Sifi¢itan sodny p.a. Na2S03 Penta
Sulfid sodny monohydrat p.a. NaxSxH20 Penta
Thioglykolat sodny 96 % C2H302NaS HiMedia
Thiosiran sodny p.a. N2S203 Lachema
Uhli¢itan sodny p.a. Na2COs3 Lach-Ner
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7 Kaultivacni roztoky a média

7.1 Fyziologicky roztok

Pro ptipravu 1 litru fyziologického roztoku bylo navazeno 9 g NaCl do 1 litru
destilované vody. Takto piipraveny roztok byl sterilizovan v autoklavu pti 121 °C po dobu 15

minut a nasledné uchovavan v lednici pii 5 °C pro dalsi zpracovani.

7.2 Nutrient agar No. 2

Zivné médium Nutrient agar No. 2 dodavané spoletnosti HiMedia, je obecnd
pouzivanym kultivanim médiem umoziujicim vySetfeni odpadnich vod & mlécnych
vyrobki. Muze byt pouzivano pro testovani sterility aerobnich kultur, nebo pro jejich
udrzovani. Slozeni agaru je uvedeno v fabulce 8. Masovy pepton a hovézi extrakt v médiu
zajistuji dostatek dusikatych slouCenin, uhliku, vitamini a aminokyselin, zatimco chlorid

sodny udrzuje osmotickou rovnovahu média a agar slouzi jako Zelirovaci latka.

Pro ulely diplomové prace bylo celkové piipraveno 200 ml Nutrient agaru No. 2. Ze
zasobni lahve se odvazilo 8 g sypkého agaru, ktery byl doplnén 200 ml destilované vody.
Pripraveny agar se nechal sterilizovat v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min. Teply agar se
za aseptickych podminek rozlil do Petriho misek a nechal ztuhnout. Vy$ka agaru v misce byla
vys$s§i, nez byva zvykem, a to 4-5 mm zdavodu vysychani agari pii dlouhodobém

uchovavani. Petriho misky se nasledné skladovaly v lednici pti 5 °C pro dalsi pouziti.

Tabulka 8: SloZeni Nutrient agaru No. 2

Slozeni g/l
Masovy pepton 10
Hovézi extrakt 10

Chlorid sodny 5
Agar 15

7.3 Anaerobni trypton-séjovy agar

Meédium, jehoz slozeni je uvedeno v fabulce 9, je v podstaté modifikaci anaerobniho
krevniho agaru, formulovanou Dowellem a kolegy. Trypton-sojovy agar je doplnén
o kvasni¢ny extrakt, ktery spoletné¢ se sdjovym agarem a enzymatickym hydrolyzatem

kaseinu zajistuje pfisun uhliku a dusikatych sloucenin. Déale je doplnén o vitamin K1, hemin
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a L-cystin, coz jsou slozky podporujici rust anaerobnich mikroorganisma.
Stejné jako u Nutrient agaru No. 2 1 u trypton-sdjového, ma chlorid sodny funkci udrzovani

osmotické rovnovahy média.

Na pfipravu 200 ml média bylo odvazeno 10,08 g agarové smeési od dodavatele
HiMedia. Navazka byla doplnéna 200 ml destilované vody a roztok se dal na 15 minut
sterilizovat do autoklavu za teploty 121 °C. Jeste teplé médium se rozlilo do Petriho misek
tak, ze vyska agaru v misce byla opét 4-5 mm. Agar se nechal zatuhnout a nasledn¢ byl

uskladnén v lednici pii 5 °C pro dalsi pouziti.

Tabulka 9: SloZeni Anaerobniho trypton-séjového agaru

Slozeni g/l
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu = trypton 15
Sojovy pepton 5
Chlorid sodny 5
Kvasni¢ny extrakt 5
Hemin 0,005
Vitamin K1 0,01
L-cystin 0,4
Agar 20

7.4 Siranovy API bujon s laktatem sodnym

Bujon od spolecnosti HiMedia, jehoz slozeni je uvedeno v fabulce 10, se vyuziva pro
kultivaci SRB. Kvasni¢ny extrakt v médiu zajistuje pfisun zivin nezbytnych pro rast bakterii,
kyselina askorbova pfisun sacharidi. Siran hofeCnaty, siran Zelezito-amonny a chlorid sodny
slouzi jako zdroj iontl, zatimco hydrogenfosfore¢nan (di)draselny médium pufruje. Pfidany
laktat sodny slouzi jako substrat pro bakterialni redukci, ktera pokracuje redukci sirand na
sulfidy. Pravé produkce sulfidi (Cerného zbarveni) je v API bujénu prikazem piitomnosti

SRB.

Na pfipravu 200 ml média bylo odvazeno 2,28 g praskového agaru, ke kterému se
nasledné pfidalo 0,8 ml laktatu sodného, a smeés se doplnila 200 ml destilované vody.
Pripraveny roztok se rozlil do plastovych Sroubovacich zkumavek o objemu 15 a 50 ml a dal
se na 10 minut autoklavovat pii 121 °C. Vychlazené tekuté médium se nasledné dalo

skladovat do lednice pii 5 °C pro dalsi pouziti.
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Tabulka 10: SloZeni Siranového API bujonu s laktatem sodnym

Slozeni g/l

Kvasni¢ny extrakt 1
Kyselina askorbova 0,1
Siran hoteCnaty 0,2
Hydrogenfosfore¢nan draselny 0,01
Siran zelezito-amonny 0,1
Chlorid sodny 10

7.5 Médium pro bakterie redukujici sirany

Médium se doporucuje vyuzivat pro stanoveni po¢tu SRB ve vzorcich vody. Pri
stanoveni se vyuzivad schopnosti bakterii redukovat sirany na sulfidy, které reaguji
s zeleznatymi ionty za vzniku Cernych srazenin. Masovy pepton a hoveézi extrakt médiu
poskytuji pfisun dusiku, hydrogenfosfore¢nan draselny slouzi jako pufrovaci latka. Chlorid

sodny a soli siranu jsou zdrojem iontt.

Slozeni média od spole¢nosti HiMedia je uvedeno v tabulce 11. Pro ptipravu 200 ml
casti A, bylo ze zasobni lahve odvazeno 1,57 g susiny, doplnéné 200 ml destilované vody. Na
200 ml ¢asti A, se pripravilo 22,2 ml ¢asti B nasledujicim postupem. Odvazilo se 0,11 g Casti
B ze zasobni lahve, a k navazce se pridalo 22,2 ml destilované vody. U tieti Casti média, ¢asti
C, se predpokladalo, ze 1 ml =1 g, a tak bylo odpipetovano 0,77 ml tekuté ¢asti C do plastové
mikrozkumavky. Pfipravena cast A a C se nasledn€ daly sterilizovat do autoklavu na 121 °C
po dobu 15 minut. Po sterilizaci se &ast C asepticky prevedla do &asti A. Cast B se
sterilizovala procesem filtrace na membranovém filtru o velikosti pérd 0,45 um. Filtrat se
nasledn¢ asepticky prevedl do zasobni lahve se smési Casti A a C. Po promichani se roztok
rozlil do S§roubovacich zkumavek o objemu 15 a 50 ml, které byly nasledné¢ skladovany

v lednici pti 5 °C do dalsiho pouziti.

Médium se da pripravit v tekuté, ale i v pevné formée. Priprava pevného agaru je totozna
s ptipravou tekuté formy stim rozdilem, ze k Casti A se pred sterilizaci v autoklavu navic

ptidava praskovy agar.
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Tabulka 11: SloZeni média pro bakterie redukujici sirany

Slozeni g/l
Cast A
Masovy pepton 2
Hovézi extrakt
Siran zeleznaty 2
Siran sodny 1,5
Hydrogenfosfore¢nan draselny 0,5
Chlorid vapenaty 0,1
Agar (pouze u piipravy pevné formy) 20
Cast B
Siran zelezito-amonny 0,392
Askorban sodny 0,1
Cast C
Laktat sodny 3,5

7.6 Modifikované Van Houten médium

Nejprve se piipravilo 100 ml roztoku soli, jehoz slozeni je uvedeno v fabulce 12.
Nasledné se odvazily gramaze, uvedené v tabulce 13, k ptipravé modifikovaného Van Houten
média, ke kterym se roztok soli pfidal. Poslednim krokem bylo pfidani 5 ml roztoku
thioglykolatu sodného a nasledné doliti smesi 1000 ml destilované vody. Roztok se dal ve
sklenénych zasobnich lahvich o objemu 500 ml na 15 minut sterilizovat do autoklavu za
teploty 121 °C. Po sterilizaci byl umistén do lednice, kde se uchovaval pro dalsi pouziti pii

teploté 5 °C.

Tabulka 12: Slozeni roztoku soli

Roztok soli 100 mi/l
Chlorid amonny 3,5
Dihydrogenfosfore¢nan draselny 0,6
Heptahydrat siranu zeleznatého 10
Hexahydrat chloridu hote¢natého 18,35
Dihydrat chloridu vapenatého 6,75
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Tabulka 13: SloZeni modifikovaného Van Houten média

Slozeni g/l
Bakteriologicky pepton 0,216
Kvasni¢ny extrakt 0,204
Siran sodny 4,953
Dihydrogenfosfore¢nan draselny 0,409
Chlorid amonny 0,297
Hexahydrat chloridu hote¢natého 0,091
Dihydrat chloridu vapenatého 0,12
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného 1,32
Chlorid draselny 0,385
Hydrogenuhli¢itan sodny 1,209

Roztok thioglykolatu sodného

5 ml (zés. roztok 3,5¢/350 ml dest. vody)

7.7 Zivné médium pro kolony

Pro udrzeni SRB v umélém prostiedi je nutné bakterie zasobovat zivinami. Ty jim

zaopatiuje zivné médium, jehoz slozeni je uvedeno v tabulce 14.

Pro pfipravu 6krat zkoncentrovaného roztoku se navazilo celkem 20,475 g sypkych

chemikalii, které byly doplnény 500 ml kohoutkové vody. Roztok byl sterilizovan v autoklavu

po dobu 15 minut pii 121 °C. K vysterilizovanému chladnému roztoku bylo ptfidano 1,2 ml

ethanolu. SouCasné s roztokem byla v autoklavu sterilizovana i samotnd kohoutkova voda,

ktera se pouzivala pro fedéni pfipraveného zivného média na pozadované niz§i koncentrace

a to na 4-2-1-0,5 a 0,25krat koncentrovany roztok. Oba roztoky byly nasledné¢ uskladnény

v lednici pti 5 °C pro dalsi pouziti.

Tabulka 14: Slozeni Zivného média

Slozeni g/l
Octan sodny trihydrat 3,825
Chlorid sodny 3
Ethanol 0,4 ml/l
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8 Postupy zpracovani

8.1 Priprava anaerobni bakterialni kultury

Anaerobni bakterialni kultura Desulfobacter hydrogenophilus a obligatné anaerobni
bakterialni kultura Desulfovibrio vulgaris, byly skladovany v kryozkumavkéach v mrazéku. Po

rozmrznuti byly bakterialni kultury zaockovany do ptipravenych médii.

Prvnim médiem byl anaerobni trypton-sdjovy agar, ktery se po naockovani ulozil do
sacku s anaerobnim prostfedim a uskladiioval se 7 dni v termostatu pii 30 °C, nésledné byl

ptendan do lednice a uchovavan pii 5 °C do dal§iho pouziti.

Druhym pouzitym médiem byl siranovy API bujon s laktitem sodnym, pficemz do
jedné zkumavky se naoCkovalo 100 pl inokula D. hydrogenophilus, a do druhé zkumavky 200
ul inokula D. vulgaris. Zkumavky se daly temperovat na 30 °C do termostatu, kde byly
uskladnény 14 dni a poté byly prendany do lednice, kde byly uskladnény pti 5 °C do dalsiho

pouZziti.

Do zkumavek stietim médiem, médiem pro bakterie redukujici sirany, bylo
naockovano 100 pul inokula D. hydrogenophilus a 200 pl inokula D. vulgaris a zkumavky
byly uskladnény totozné jako zkumavky s API bujonem. Pro zjisténi, na jakych puadach se
SRB dafi nejlépe, bylo médium pro bakterie redukujici sirany pfipraveno 1 v tuhé formé na
Petriho miskach. Na jednotlivé misky se naoCkovalo po 200 pl inokula kultur. Misky se
nasledn¢ vlozily do anaerobniho sacku a daly temperovat do termostatu na 30 °C po dobu 7

dni, poté byly ptesunuty do lednice s teplotou 5 °C.

Duvodem vyuziti rozdilnych médii pro kultivaci anaerobnich bakterii byla snaha
porovnat jednotlivd média mezi sebou a urcit tak, které z vyjmenovanych a pouzitych médii je

pro naslednou praci idealni.

8.2 Priprava aerobni bakteridlni kultury

Aerobni bakterialni kultura byla pfipravena z udrzovaného, dlouhodobé& skladovaného
aerobniho mikroorganismu Bacillus subtilis. Po zaoCkovani 1 ml B. subtilis do nového
zivného masopeptonového bujonu (MPB) o objemu 5 ml, se zkumavka nechala 48 hodin
inkubovat v termostatu pii 30 °C. Po inkubaci se 100 ul inokula zaockovalo pomoci

L-hokejky na tuhy Nutrient agar No. 2, ktery se nechal inkubovat za stejnych podminek jako
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masopeptonovy bujon. Jelikoz bakterialni kultura prerostla zaockovanou Petriho misku, po
24 hodinach byl B. subtilis ptreockovan ¢arkovanim na novy Nutrient agar No. 2, ktery se
nechal znova inkubovat. Po inkubaci se kultura prendala do lednice, kde se udrzovala pti 5 °C

pro dalsi pouzivani.
8.3 Barveni dle Grama

Nejpouzivangjsi mikrobiologické barveni, barveni dle Grama, umoziuje rozpoznavat
dvé skupiny bakterii. Grampozitivni bakterie, barvici se do modro-fialova a gramnegativni

bakterie barvici se do ruzovo-ervena.

Pti barveni kultur z agart se prvné na podlozni sklicko kapne kapka fyziologického
roztoku, ve které se sterilni klickou odebrané ¢ast kultury rozmichd a nechéa voln€ zaschnout.
Kultury z tekutych médii se ve fyziologickém roztoku nerozmichévaji, kapka tekuté kultury
se pouze nechd volné zaschnout. Sklicko se zaschlym preparatem se nasledné fixuje
plamenem. Zafixovany preparat se prekryje vrstvou krystalové violeti, ktera se necha pusobit
po dobu 60 sekund. Po uplynuti stanovené doby se violet’ slije, a preparat se na 20 sekund
prevrstvi Lugolovym roztokem, ktery se posléze opatrné oplachuje lihem po dobu
5 sekund a nasledné destilovanou vodou taktéz 5 sekund. Poslednim krokem je 60sekundové
barveni karbolfuchsinem, ktery se poté oplachuje destilovanou vodou. Preparaty se po

obarveni imerzné mikroskopovaly svételnym mikroskopem s celkovym zvétSenim 1000x.

8.4 Kultivace siran redukujicich bakterii v bioreaktoru

Pro kultivaci bylo pfipraveno 8 zkumavek o objemu 50 ml sriznou koncentraci
zivného média, ke kterym bylo nasledné pfidano 5 ml kultury D. hydrogenophilus — viz
tabulka 15. Zkumavky byly nasledné vlozeny do bioreaktoru na 14 dni za nasledujicich
podminek: 30 °C, za tmy, bez rotace. Po 14 dnech se stejny postup opakoval s kulturou

Desulfovibrio vulgaris.
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Tabulka 15: Koncentrace Zivného média

Zkumavka Koncentrace zivného média

1 6x zkoncentrovany

4x zkoncentrovany

2x zkoncentrovany

Ix zkoncentrovany

0,5x zkoncentrovany

0,25x zkoncentrovany

Van Houten médium

o <3 I IS o NN IR0, I (R LNO ILUS I I ()

Voda

Béhem kultivace bakterialniho rodu D. hydrogenophilus se celkem udélalo 180
zaznamu kinetiky rastu bunék, pfiCemz se zaznamy automaticky délaly kazdou hodinu.
Bunécné kultury se ovSem drzely u dna zkumavek, jelikoz byl systém spustén bez otacek. A
pravé absence rotace mela za nésledek nulové zmény v hodnotach optické hustoty (OD)
u jednotlivych vzorkd. Opticka hustota se vyuziva k urCeni velikosti mikrobialni populace,
jelikoz je pfimo umeérna hustoté/koncentraci bunék. Métreni OD probiha ve vysce cca 1,5 cm
ode dna zkumavky, kde se bunécna suspenze drzela. Obdobn€ tomu bylo u D. vulgaris,
u néhoz se udélalo celkem 330 zaznama. Rust SRB byl tedy hodnocen na zakladé zapachu
a zmény barvy pozorované v prub&hu kultivace. Zmény zbarveni v pribéhu kultivace

D. vulgaris jsou zdokumentovany v priloze 1.

8.5 Méreni koncentrace sulfidu

Vzhledem k citlivosti bakterii, se kterymi se pracovalo, bylo nutné koncentraci sulfida
proméfovat a sledovat tak metabolickou Cinnost bakterii zasazenych do nového prostiedi

i pred spusténim pratocného dvoukolonového systému LITHIM.

Ke stanoveni se vyuzivaly komeréni kyvetové testy LCK 653 firmy HACH.
Koncentraéni rozsah sulfidd se u tohoto typu testu pohybuje v rozsahu 0,1-2 mg/l S%, a je
vhodny pro stanoveni koncentrace v odpadnich ¢i surovych vodach. Omezeni vyuziti testu je
dano oblasti pH, jehoz hodnota by méla byt v rozmezi 3-10 a teplotou, kterd by méla byt
idealné laboratorni do 25 °C. Princip testu je zalozen na reakce dimethyl-p-fenylendiaminu se
sirovodikem za vzniku meziproduktu, ktery se méni na leukomethylenovou modf. Ta se

nasledné za pomoci zelezitych iontd oxiduje na methylenovou modr.
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Postup méfeni probihal nésledovné. Ze sulfidové (anaerobni) kolony, ve které byl
ptitomen D. hydrogenophilus, byl odebran vzorek do 50 ml zkumavky. Z odebraného objemu
byly nasledné¢ odpipetovany 4 ml vzorku do mérné kyvety a bylo pfidano 0,2 ml reagencie.
Vzhledem k vysokym koncentracim sulfidd v kolonach byly vzorky pro proméfovani za
pomoci kyvetovych testi 15x fedény. Kyveta se vzorkem byla uzaviena, protiepana a nechala
se 10 minut stat pfi laboratorni teploté. Po uplynuti dané doby se vzorky proméfily ve
spektrofotometru pii vinové délce 665 nm. Stejnym zpusobem byly odebirany, fedény

a stanovovany vysledky koncentrace sulfidi i z kolon osidlenych bakteriemi D. vulgaris.

8.6 Kaultivace a priikkaz bakterialniho biofilmu

Ke kultivaci bakteridlniho biofilmu byl vybran nosi¢ bioMECH od firmy EHEIM.
Tento akvaristicky typ nosice tvaru kosticek o pfiblizné délce hrany 1 cm a Sifce do 0,5 cm je

vhodnym médiem urenym k osidleni bakteriemi.

V aseptickém prostfedi se do 50ml zkumavek prevedly kosticky nosice, které byly
zality pfedem pfipravenou bakterialni kulturou vybranych mikroorganisml. Pripravené
kultury byly v objemu 5 ml o vychozi hodnoté zékalu 0,5 dle McFarlandovy stupnice. Tato
hodnota odpovida hustoté bun&né suspenze 1,5x10® bunék/ml. Zkumavky byly nasledné
doplnény vytemperovanym médiem. Druh média se volil dle typu organismu, u aerobnich
bakterii Slo o MPB, u anaerobnich bakterii se dopliiovalo Médium pro bakterie redukujici
sirany. Doplnéné zkumavky byly ulozeny do termostatu a v asovém horizontu 62, 168 a 336
hodin byly provedené komerc¢ni i nekomer¢ni testy pro stanoveni vytvofeného biofilmu na
nosici.

K rychlému prukazu bakterialni biofilmu se pouziva komercni pfipravek BioFinder.
Preparat se vyuziva k prukazu kontaminace mikroorganismy — biofilmu v potravinaiském ¢i
farmaceutickém primyslu, v socialnich sluzbach nebo domovech dichodch. Jedna se
o kapalny piipravek, ktery se za pomoci rozprasovace nastiika na testovany povrch. Pripravek
funguje na principu kataldzového testu, kde se vyuziva pfitomnosti enzymu peroxidazy.
Pokud jsou buiiky s peroxiddzovym enzymem zasazené pripravkem BioFinder, jehoz hlavni
slozkou je peroxid vodiku, dojde k rozpadu zminé€ného peroxidu na kyslik a vodu. V takovém
ptipadé jde o pozitivni reakci, ktera je diky viskézni povaze piipravku pozorovatelna i 10
minut po provedeni a barevny kontrast pfirozen¢ oranzového ptipravku s mikro bublinami
vznikajiciho kysliku umoziiuje pozorovani pouhym okem. V piipad€, ze se mikro bubliny

netvoii ani minutu po aplikaci ptipravku, jde o reakci negativni.
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8.7 Méreni pH

Z kolony bylo do 50 ml zkumavky odpusténo 45 ml. Hodnota pH byla méfena
standartni gelovou argentchloridovou elektrodou s dvojitym solnym mustkem. Vodéodolny
prenosny pH metr se zapnul. Nésledné se vyjmula elektroda z ochranného obalu proti
vyschnuti, oplachnula se destilovanou vodou a osuS$ila buniCinou. Poté byla ponotfena do
odebran¢ho vzorku az do ustaleni rovnovahy, nafez se odelitala stanovena hodnota pH.

Meéfeni bylo provedeno celkem tiikrat a z hodnot byla nasledn€ vypoctena prumérna hodnota.

8.8 Stanoveni koncentrace vybranych kovi

Stanoveni obsahtl iontd vybranych kovi (Zn, Fe a Pb) bylo provedeno metodou
atomové emisni spektrometrie sindukén€ vézanym plazmatem. Metoda je zalozena na
zmlZzeni roztoku analytického vzorku vedeného proudem argonu do hotaku, ve kterém je za
pomoci stfidavého vysokofrekvenéniho magnetického pole udrzovano argonové plazma o
teploté az 10 000 K, kde dochazi k excitaci elektroni pfitomnych atomt a nasledné emisi
zafeni o presne definované vinové délce. Intenzita emitovaného zéafeni odpovidd mnozstvi
prvku pfitomného v analyzovaném vzorku. Veskera stanoveni byla provedena formou

servisniho méfeni.
8.9 Biolog

Systém Biolog ma nékolik funkci. Pro ucely této diplomové prace se vyuzivalo funkce
mikrobialni identifikace. Ta rychle a presn¢ identifikuje vice nez 2900 druht anaerobnich
a aerobnich bakterii, kvasinek a hub. Krom¢ identifikace na urovni druhu je pokrocila
fenotypova technologie schopna poskytovat informace o vlastnostech kment. Tato
technologie, ktera vyuziva uhlik jakozto zdroje informaci, identifikuje environmentalni
a patogenni MO vytvofenim charakteristického vzoru z reakci probihajicich na 96 jamkové
mikrotitraéni desti¢ce. Na obrdzku 13 jsou znazornény zdroje uhliku v jednotlivych jamkéach
mikrotitraéni desti¢ky. Pozornost je zaméfena na ,,AN MicroPlate™ ktera slouzi pro

identifikace Sirokého spektra anaerobnich bakterii a ,,GEN III MicroPlate™" slouziciho

k identifikaci aerobnich bakterii. Oba typy destiCek vyuzivaji stejnou redoxni reakci, ktera je
zalozen4 na redukci barviva tetrazolium. Proces identifikace je tak diky jiz obsahujicimu
barvivu zjednoduSen a do mikrotitracni desticky neni tieba nic piidavat. Databaze
anaerobnich bakterii obsahuje pfes 360 taxonu. Cely postup procesu je velmi rychly a sklada

se z nékolika nasledujicich kroku:
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1.

Cista bakterialni kultura se péstuje na univerzalnim agaru BUG za anaerobnich
podminek v anaerostatu ¢i anaerobni komofe do doby, nez je narist bakterii
pouzitelny ke stanoveni. V piipadé€ aerobu se péstuje za podminek aerobnich.
Bakterie se setfou z povrchu agaru a suspenduji se na od vyrobce systému Biolog
specifikovanou  hustotu v anaerobnim  inokulanim  séru. Pro  anaerobni
mikroorganismy se vyuziva specialni anaerobni sérum, u aerobu se sérum vybira
v zavislosti na typu zkoumaného mikroorganismu ze 4 variant (A, B, C1 a C2)
I.  Protokol A se vyuziva ve vétSiné piipadd, je tak zvanym vychozim
protokolem.
II.  Protokol B se upfednostiiuje u silné redukujicich a zapouzdfenych druha
bakterii jako jsou kmeny Aeromonas, Vibrio a Bacillus.
III.  Protokol C1 se vyuziva u pomalu rostoucich bakterii, mikroaerofilnich ¢&i
kapnofilnich.
IV.  Protokol C2 se pouziva pro velmi naro¢né kapnofilni bakterie citlivé na kyslik
(naptiklad Actinobacillus).
Hodnoty turbidity pro jednotlivé protokoly jsou uvedeny v tabulce 16:

Tabulka 16: Vychozi hodnoty bunéénych hustot pro jednotlivé inokulacni séra

Protokol | IF' | Bunééna hustota
A A 95 %
B B 95 %
Ci C 95-92 %
C2 C 65 %

IF'= inokula¢ni sérum

Pomoci vicekandlové pipety se do kazdé jamky mikrotitracni desticky napipetuje
100 pl pfipravené bakterialni suspenze.

Mikrotitracni desticka se po dobu 24 hodin inkubuje v anaerobni komote pii 35 °C,
u aerobu se potiebny Cas k inkubaci vyCte z databaze systému.

Po inkubaci se desticka vyjme z anaerobni atmosféry ¢i termostatu a vysledky se
odetitaji na piistroji Biolog MicroStation™ Reader, kde je vysledek rovnou porovnan

s databazi (47).
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09

Al A2 A3 Al AS AB AT AB A9 A0 Al A12
Water N-Acetyl-D- N-Acetyl-D- N-Acetyl-§-D- Adonitol Amygdalin D-Arabitol Arbutin D-Cellobiose a-Cyclodextrin p-Cyclodextrin Dextrin
Cal 3 Gh 2 “-' 2 e
B1 B2 B3 Ba BS B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12
Dulcitol i-Erythritol D-Fructose L-Fucose D-Gal D-Gail: i Gentiobi D-Gh ic Acid | DGl ik aD-GI a-D-Glucose- D-Glucose-
Acid Acid 1-Phosphate 6-Phosphate
(3] c2 c3 ca cs 3 c7 Cs 5] cio ci1 Ci2
Glycerol D.L-a-Glycerol m-inositol a-D-Lact L ] Maltose Maltotriose D-Mannitol D-Mannose D-Melezitose D-Melibiose 3-Methyi-D-
Phosphate Glucose
D1 D2 D3 D4 D§ Dé D7 D8 D9 D10 D11 D12
a-Methyi.D- B-Methyl-D- a-Methyl-D- P-Methyl-D- Palatinose D-Raffinose L-Rh Salici D-Sorbitol Stachyose Sucrose D-Trehalose
Gal p Ba p v e G e
E E2 5] B4 ES 3 E7 EB ] E10 E11 Ei2
Turanose Acetic Formic Fumaric Glyoxylic a p- Hydroxybutyric ltaconic a-Ketobutyric a-Ketovaleric D, L-Lactic L-Lactic
Acid Acid Acid Acid Hydroxybutyric Acid Acid Acid Acid Acid Acid
Acid
F1 F2 F3 Fa 3 3 FT ] ) F10 Fil Fi2
D-Lactic Acid D-Malic L-Malic Propionic Pyruvic Pyruvic Acid D-Sacchari S C i S i S inic Acid m-Tartaric Urocanic
Methyl Ester Acid Acid Acid Acid Methyl Ester Acid Acid Acid Mono-Methyl Acid Acid
Ester
G1 G2 G3 Ga G5 G6 G7 Gs Go G10 G111 G12
Alaninamide L-Alanine L-Alanyl-L- L-Alanyl-L- L-Alanyi-L- L-Asparagine L-Glutamic L-Glutamine Glycyl-L- Glycyl-L- Glycyl-L- GlycyhL-
Gl i Histidi Threonine Acid Aspartic Glutamine Methionine Proline
Acid
H1 W2 H3 Ha HS HE CH HE W H10 CIE] Wiz
L-Methionine L-Phenylalanine L-Serine L-Threonine L-Valine L-Valine plus 2'-Deoxy I i Thymidi Uridine Thymidine-5"- Uridine-5'-
L-Aspartic Adenosine Mono-phosphate Mono-
Acid phosphate

Obrazek 13: Zdroje uhliku v anaerobni mikrotitracni desticce systému Biolog (47)




8.10 Konstrukce zjednodusSeného LITHIM zarizeni

Zjednoduseny kolonovy systém disponuje pouze dvéma stupni, a to prvnim takzvanym
sirnym (aerobnim) a druhym sulfidovym (anaerobnim). Chyb¢jici soucasti je posledni

imobiliza¢ni modul.

Zarizeni bylo sestavéno ze sklenénych kolon, které byly ukonceny sklenénymi kohouty.
Vsechny sklenéné spoje byly promazany vazelinou. Mezi sebou byly kolony propojeny
gumovymi hadicemi, které zajistovaly pfivod zivin ze zéasobniho barelu a odvod vystupu
zkolon do koncového sbérného barelu. VSechny soucésti zafizeni byly pred pouzitim
vysterilizovany v horkovzdusném sterilizatoru pfi teploté 145 °C po dobu 48 hodin. Sklenéné
kolony byly nésledné vysviceny UV lampou. Barely a hadice fadné¢ vymyty a nékolikrat
vyplachnuty denaturovanym lihem. Nejprve byl hledan vhodny typ nosiCe pro vytvoreni
bakterialniho biofilmu za pomoci SRB, s naslednou produkci sulfidi. Mezi vyzkouSenymi

typy byl BioMECH, EHEIM substrat Pro a EHEIM substrat.

Nosi¢ byl nadavkovan do dvou kolon a zalit pfipravenou bakterialni kulturou B. subfilis.
Do dalsi kolony s obsahem bioMECHU byla ptfidana kultura D. hydrogenophilus a do
posledni, ¢tvrté, kolony byla k bioMECHU pfidana kultura D. vulgaris. VSechny kolony byly
nasledné dolity zivnym roztokem. U kolon se pravidelné odebiralo 30 ml vzorku pro
stanoveni sulfidi, a dolévaly se novym zivnym roztokem. V tomto stavu byly kolony

ponechany necelé dva mésice, a to z davodu kultivace biofilmu na vybraném nosici.

Ve chvili, kdy byla koncentrace sulfidi z odebranych vzorkd v pozadovaném rozmezi
0,1-2 mg/l S* byla ke kolon& obsahujici bioMECH s nakultivovanym anaerobnim
D hydrogenophilus, resp. D. vulgaris gumovou hadici pfipojena kolona s aerobnim B. subftilis

a celym kolonovym systémem pak byl za pomoci ¢erpadla kontinualné veden zivny roztok.
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9 Vysledky a diskuse

9.1 Vyhodnoceni priikazu bakterialniho biofilmu

Na zakladé vysledkl predchozich diplomovych praci (48; 49) byl jako napli
kolonového systému vybran nosi¢ bioMECH. U tohoto typu nosice byl sledovan rust biofilmu

pro testované druhy bakterii.

Prikaz biofilmu byl proveden nasledovné. Ze zkumavek byly sterilni pinzetou vyjmuty
kosticky bioMECHU, které byly oplachnuty destilovanou vodou a polozeny na Petriho misky.
Na kosticky nosi¢e byl naaplikovan pfipravek BioFinder, ktery se nechal piasobit 5 minut,
a poté byly odecitany vysledky. Na obrdzku 14 je vyobrazeny pozitivni prikaz biofilmu B.

subtilis. V priloze 2 je znazorn€no srovnani reakci ostatnich MO.

Obrazek 14: Priikaz biofilmu B. subtilis na nosi¢i bioMECH pomoci BioFinder, odecet po 5 minutdich (foto
autor)

Vytvoreny bakteridlni biofilm lze prokazat i1 nekomeréni cestou takzvanou
modifikovanou Christensenovou metodou. Tato metoda a jeji modifikace je vhodna pro

prukaz grampozitivnich i gramnegativnich mikroorganismi.

Postup prikazu byl nasledovny. Ze zkumavky se vzorkem se v aseptickém prostredi
sterilni pinzetou vytdhla kosticka bioMECHU, ktera byla fadné oplachnuta destilovanou
vodou. Oplachnutd kosticka byla nésledné 45 minut suSena pfi laboratorni teploté. Po

oschnuti byla prevedena do S0ml zkumavky, a zalita roztokem 2% octanu sodného, ktery se
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nechal pusobit po dobu 15 minut. Poté se octan slil do odpadu a kosticka se prevrstvila
roztokem krystalové violeti. Barvivo bylo nasledné slito do odpadu a kosticka se oplachla
destilovanou vodou od jeho pfebytkd. Nosi¢ se poté opét dal na Petriho misku osusit,
tentokrat na 30 minut. Po osuSeni byla kostic¢ka nosiCe pfevedena zpét do zkumavky,
prevrstvena 96% ethanolem a umisténa na tfepaCku, kde se nechala 5 minut tfepat. Po
uplynuti dané doby se barevny roztok prevedl do kyvety a proméfil se na spektrofotometru pti
vinové délce 595 nm. Ziskana hodnota absorbance je zanesena do grafu v zavislosti na Case a
porovnava s hodnotou cut off value. Prahovéa hodnota cut off value udavéa pomezi, nad jehoz

hodnotou vidime pozitivni trend ristu biofilmu u danych mikroorganismu, viz tabulka 17.

Tabulka 17: Vysledné hodnoty absorbanci nezaockovaného nosice, tzv. cut off value

Absorbance p¥i 595 nm | Absorbance p¥i 595 nm | Absorbance pii 595 nm | Cas [hod]
2,561 2,559 2,560 48
2,560 2.561 2.561 168
2.561 2.560 2.561 336

Na grafu 1 jsou graficky znazornény vysledky tvorby biofilmu u aerobnich
mikroorganisma rodu Bacillus. Tvorba biofilmu se porovnavala u tfi druhtt mikroorganismu,
a to u Bacillus subtilis, cereus a mycoides. Vysledky ukazuji, ze vSechny tfi testované MO na
pouzitém nosi¢i tvorily biofilm. Dale je z vysledki patrné, ze poCet bun€k zaclenénych do
biofilmu zavisi na délce expozice. NejlepsSich vysledktu bylo dosazeno u Bacillus subtilis,
ktery byl vybran jako vhodny MO do prvniho stupné kolonového systému LITHIM. Na
grafu 2 jsou poté graficky znazornény vysledky pro anaeroby, kde je trend riistu s Casem

stejny jako u aerobu.
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Graf 1: Vysledky tvorby biofilmu u aerobnich mikroorganismii
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Graf 2: Vysledky tvorby biofilmu u anaerobnich mikroorganismii
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9.2 Stanoveni vytipovanych parametri kolonového systému

Hodnoty pH byly stanoveny za pomoci standartni gelové argentchloridové elektrody
s dvojitym solnym mustkem, ktera byla ponofena do odebraného vzorku o objemu 45 ml.
Mefeni bylo provadéno v pribehu laborovani v teplotnim intervalu 22,2-23,8 °C. Naméfené

hodnoty jsou shrnuty v priloze 3.

Meéfteni hodnot pH u kolon s bakteriemi D. hydrogenophilus se provadélo na vstupu
a vystupu. Vstupni hodnoty pH se pohybuji v téméf neménném rozmezi od 7,41 do 7,48.
Hodnoty vystupt jsou v patrné Sir§im rozmezi od 7,06 do 7,59. Z dostupnych dat vyplyva, ze
optimalni hodnota pH pro rust bakterie Desulfibacter hydrogenophilus je 7,1-7,4, pficemz se
dokazou adaptovat i prostredi s hodnotou pH 7,6 (45). Z vyslednych dat je patrné, zZe mezi
1. a 5. dnem doslo k nejrazantné&j$Simu narastu pH, a ve zbylych dnech se hodnoty dostaly na

své maximum 7,59. Métfeni hodnot pH je graficky vyobrazeno na grafu 3.

V ptipad€¢ D. vulgaris byly vstupni hodnoty pH v rozmezi 7,41-7,48 a vystupni se
pohybovaly od 7,17 do 7,41. Dostupné zdroje uvadi optimalni hodnotu pH pro bakterii
Desulfovibrio vulgaris v rozmezi 6,5-7,3 (41). K nejvét§imu nartstu hodnot pH doslo mezi

1. a3. dnem, od kterého pH rostlo az na svou maximalni hodnotu 7,41.

Oproti kolonam s D. hydrogenophilus dosahly kolony s D. vulgaris stabilngjSich hodnot pH

jiz o dva dny dfive, nejspi§ diky tomu, ze se vice blizi optimalnim hodnotdm pH.

7,7

7,6

7,5

7,4

pH

7,3
7.2
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Graf 3: Zavislost hodnot pH D. hydrogenophilus a D. vulgaris na vystupu z prittocnych kolon v case t
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Spolecné s pH byla z pravidelné odebiranych vzorki stanovovana i koncentrace

sulfidd, jejiz hodnoty jsou spolecné s pH uvedeny v priloze 3.

Prvotni odbéry ukazaly, ze obé dvojice kolon potiebuji vice Casu pro kultivaci, jak je
patrné z grafu 4. U D. hydrogenophilus byla redukce od pocatku o poznani pomalejsi oproti
kolon€ s D. vulgaris, coz bylo patrné i pii hodnoceni zbarveni kapalné naplné kolon. 43. den
doslo k mirnému poklesu koncentrace sulfidi u obou kolon, coz lze prikladat zavzdusnéni pri
dopliiovani nového zivného roztoku. Béhem nasledujicich 10 dni se systém dostal na své
puvodni maximalni hodnoty, a jelikoz byla redukce sirani na sulfidy jiz bezproblémova a
hodnoty sulfidi dostateCné pro vyuziti ke srazeni, systém se mohl 53. den zprovoznit
prutocné.

Po napojeni na Cerpadlo a spusténi se redukce siranil témér zastavila. Tento stav 1ze
prikladat z pocatku Spatné nastavenému vysokému prutoku, ktery byl u D. vulgaris cca
0,4 1/hod. Diky prechodu na priuto¢ny rezim nebyly MO schopny okamzité zareagovat na
zménu podminek, zejména na piitomnost kysliku, ktery MO v 1. stupni nedokazaly tak rychle
odstranit. Bylo proto potfeba pockat na adaptaci MO na zménéné podminky. Adaptaci také
prospélo snizeni pritoku u obou kolon na primérnou hodnotu 0,21 1/hod, po kterém se
produkce sulfidi opét pomalu zvySovala. 1 kdyz se zpocatku 1épe dafilo kolonovému systému
s D. vulgaris, po zprovoznéni prito¢ného systému se rychleji stabilizovala kolona s bakterii
D. hydrogenophilus. Po priblizn€ 30 dnech od spusténi prito¢ného systému vSak v produkci

sulfidd u obou kolon jiz nebyl vyznamny rozdil, viz graf 4.
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Graf 4: Zavislost koncentrace sulfidii na case pro kolonové systémy s D. hydrogenophilus a D. vulgaris
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9.3 Vyhodnoceni systému Biolog

Systém Biolog slouzi mimo jiné k identifikaci kultivovaného MO - zdali nedoslo k jeho
zameéné ¢1 kontaminaci. Pro potvrzeni kultivovanych bakterii v diplomové praci byl
k identifikaci vybran aerobni B. subftilis z prvniho sirného a anaerobni D. vulgaris z druhého
sulfidového modulu LITHIM =zafizeni. Nejprve byly pifipraveny Petriho misky
s univerzalnim BUG agarem. Na misky bylo nasledné zaockovéano vzdy 100 ul vzorku
odebraného z vybranych kolon. Petriho misky saerobnim MO se daly kultivovat do
termostatu, anaerobni kultura musela byt nejprve vlozena do anaerobniho safku. Po
24 hodinach byly misky pfipraveny pro dalsi pouziti. Nachystal se turbidimetr, sterilni vatové
tyCinky a plastové vanicky, vicekanalova pipeta, Spicky, kontrolni roztok a dané reagencie
k systému biolog — vytemperovana zavakuovana mikrotitraéni desticka AN MicroPlate™
a GEN III MicroPlate™ a tekuté inokulagni sérum AN-IF a B-IF. Na turbidimetru se nejprve
proméfil kontrolni roztok o turbidite 85 %. Poté se proméfilo nezaockované inokulacni sérum,
jehoz hodnota se na turbidimetru nastavila na 100 %. Do jednotlivych sér se nasledné za
aseptickych podminek pomoci sterilni vatové tyCinky zaoCkovaly kolonie bakterii z BUG
agaru. V médiu se rozetfely tyCinkou o dno zkumavky, aby se vytvofil zakal. Po rozmichani
se vzniklé suspenze proméfily na trubidimetru, zdali vykazuji pozadovanou hodnotu zakalu.
Nasledn¢ se roztok prelil do jednordzové plastové vanicky, odkud byl nasat vicekanalovou
pipetou. Do kazdé jamky predem piipravené a nadepsané mikrotitracni desticky se nasledné
pipetovalo 100 ul bakteridlni suspenze a ptikryla se vickem. Dle databaze systému biolog
byla desticka s B. subtilis dana do termostatu za nasledujicich podminek, 33 °C s odeCtem po
8 hodinach. Anaerobni kultura s D. vulgaris se nejprve vlozila do anaerobniho sacku
a nechala se kultivovat pii 35 °C s odetem po 20-24 hodinach. Po inkubaci se vysledky
odegetly na piistroji Biolog MicroStation™ Reader, kde byl vysledek porovnavan s databazi.

Podoba vysledného protokolu je v priloze 4.

Odecet po 8 hodindch u B. subtilis nebyl mozny, jelikoz systém hlasil nedostate¢nou
dobu inkubace. Nésledn¢ se odecet délal po 10, 12, 14 a nakonec 20 hodinéch, s vysledkem
wHBacillus subtilis ss subtilis“. Delsi doba inkubace byla nejspiSe zapfti€inéna nizkou vychozi
hodnotou zakalu v inokula¢nim séru. U anaerobni kultury D. vulgaris se odeCet provadel po
22 hodinéch s vysledkem ,,Desulfovibrio vulgaris ss vulgaris“. Identifikaci tak byly potvrzeny

kultivované bakterie pouzité v kolonovém systému.
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9.4 Srazeni sulfidu kovu

9.4.1 Optimalizace separace srazenin

Pro analytické stanoveni kovu v roztoku bylo nejprve zapotiebi nalézt vhodny zptisob
separace srazenin a pripadnych necistot. Experimentalné byly testovany tii postupy, filtrace,

centrifugace a prosta sedimentace.

Pro zjisténi vhodné separani metody byl namichan zasobni roztok ZnSO4x7H20
s koncentraci zine¢natych iontd Zn?" 7,7 mg/l. Tento roztok byl nasledné rozlit do
3 zkumavek, pficemz kazda byla zpracovéana jinak. Pro kontrolu byl pfipraven i roztok
o poloviéni koncentraci zine¢natych iontd 3,85 mg/l Zn?", ktery se opét rozdélil do tii &asti

pro dalsi zpracovani viz tabulka 18.

Tabulka 18: Hodnoty koncentrace Zn’" iontit po testovanych separacnich metoddch

Zpusob Pocatecni koncentrace | Vysledna koncentrace | Zbytkova koncentrace

separace Zn*" [mg/l] Zn*" [mg/1] Zn2" [%]
Sedimentace 7,7 6,62 85,97
Sedimentace 3,85 3,32 86,23
Centrifugace 7,7 7,04 91,43
Centrifugace 3,85 3,75 97,40

Filtrace 7,7 1,08 14,03

Filtrace 3,85 0,35 9,09

Vyzkousené postupy mély za cil najit vhodnou separacni metodu pro dal§i krok
diplomové prace. Hlavnim kritériem bylo, aby se vysledna koncentrace Zn?" iontl po separaci
co nejvice blizila koncentraci pocatecni, tedy aby nerusila stanoveni koncentrace vybranych
ionty, vysledky jsou shrnuty v grafu 5. Filtrace se ukazala jako zcela nevhodna, jelikoz se na
filtraCnim papife zachytila vétSina iontd zroztoku a doslo tak k vyraznému zkresleni
vysledku. U sedimentace a centrifugace bylo dosazeno obdobnych vysledk. Vyhodou pfi
pouziti sedimentace byla skuteCnost, ze se jednd o jednodussi a materialn€ nenaroCnéjsi
metodu. Z hlediska jistoty odstranéni vzniklych srazenin v dalsi Casti prace, kde také hraji roli
Cas a podminka, ze nesmi po sedimentaci dojit k néslednému rozvifeni srazeniny (pohybem

nadoby, pipetaci,...), tak byla jako separa¢ni metoda zvolena centrifugace.
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Zn2+ [mg/l]

Graf 5: Namérené hodnoty koncentrace Zn°t po vybranych separacnich metoddch v porovndni s poldtecni

koncentraci

9.4.2 Srazeni modelovych vod vybranych kovii modelovym roztokem sulfidu

Po vybrani vhodné separa¢ni metody byly namichany modelové roztoky zine¢natych,

zeleznatych, olovnatych a sulfidovych ionth. V tabulce 19 jsou uvedena vstupni a vystupni

data ke srazeni ZnS, v tabulce 20 data ke srazeni FeS a v tabulce 21 data ke srazeni

Pb2" iontl modelovym roztokem sulfidd za vzniku srazeniny PbS. Uvedené hodnoty jsou

pramérem celkem tfi méteni, které se v ramci experimentalnich testi délaly.

Tabulka 19: Srdzeni Zn®" iontit modelovym roztokem sulfidu

koncontrace | koneeniyace | Koneentrace | Odstranéno
Zn?* [mg/l] Zn?* [mg/l] S* [mg/] Zn™ [%]
Zn* 2,50 0,02 5,00 99,20
Zn* 5,00 2,58 5,00 48,46
Zn®" + Fe? 1,25 0,49 5,00 60,88
Zn®" + Fe? 2,50 0,55 5,00 78,12
Pb%" + Zn?" 1,25 0,59 5,00 52,48
Pb%" + Zn?" 2,50 0,47 5,00 81,16
Zn* 2,50 0,03 10,00 98,80
Zn* 5,00 2,21 10,00 55,80
Zn®" + Fe? 1,25 0,16 10,00 86,88
Zn®" + Fe? 2,50 0,47 10,00 81,08
Pb%" + Zn?" 1,25 0,48 10,00 61,60
Pb%" + Zn?" 2,50 0,37 10,00 85,20
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Tabulka 20: Srdzeni Fe® iontit modelovym roztokem sulfidii

Vstupni

Vystupni

koncentrace koncentrace Kglzl_centrace Odsga?éno
Fe2* [mg/l] Fe2* [mg/l] [mg/] Fe*" [%]
Fe?" 2,50 0,11 5,00 95,44
Fe?" 5,00 0,28 5,00 94,42
Zn®" + Fe? 1,25 0,20 5,00 83,84
Zn®" + Fe? 2,50 0,34 5,00 86,24
Pb%" + Fe2' 1,25 0,08 5,00 93,36
Pb%" + Fe2' 2,50 0,22 5,00 91,24
Fe?" 2,50 0,05 10,00 98,08
Fe?" 5,00 0,04 10,00 99,20
Zn*" + Fe*" 1,25 <0,01 10,00 ~99.99
Zn®" + Fe? 2,50 0,07 10,00 97,40
Pb?" + Fe?" 1,25 <0,01 10,00 ~99.99
Pb?" + Fe?" 2,50 <0,01 10,00 ~99.99
Tabulka 21: Srdazeni Pb*" iontit modelovym roztokem sulfidii
koncontrace | koncentrace | Koneentrace | Odstranéno
Pb%* [mg/l] Pb%* [mg/l] S* [mg/] Pb*" [%]
Pb** 2,50 0,29 5,00 88,44
Pb** 5,00 0,31 5,00 93,80
Pb%" + Zn?" 1,25 0,23 5,00 81,44
Pb%" + Zn?" 2,50 0,11 5,00 95,52
Pb?" + Fe?" 1,25 <0,02 5,00 ~99.98
Pb?" + Fe?" 2,50 <0,02 5,00 ~99.98
Pb** 2,50 <0,02 10,00 ~99,98
Pb** 5,00 0,77 10,00 84,58
Pb%" + Zn?" 1,25 0,36 10,00 71,60
Pb%" + Zn?" 2,50 0,02 10,00 99,12
Pb?" + Fe?" 1,25 <0,02 10,00 ~99.98
Pb?" + Fe?" 2,50 <0,02 10,00 ~99.98

Z experimentl je patrné, ze vysledky srazeni Zn z modelovych vod jsou velmi

rozdilné. UCinnost odstranéni se pohybovala v Sirokém rozmezi cca od 50 % az do 99,2 %.

V porovnanim se srazeni dalSich kovu je to nejhorsi vysledek, byt dle teorie by se mél ZnS

srazet daleko 1épe nez FeS (10). V ramci diplomové prace se tento jev nepodafrilo dostatené
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vysvétlit, pravdépodobné zde bude hrat vyznamnou roli také pH, pii kterém ke srazeni doslo.

Z ¢asovych duvodu jiz tento faktor nebyl experimentaln€ ovéren.

Stejné jako srazeni Zn bylo provedeno srazeni modelovych vod s obsahem Fe.
Utinnost srazeni byla vy$si neZ v pripad® sraeni Zn, a to i pies to, Ze rozpustnost FeS je
vy$$i nez u ZnS (10). Nejnizsi Gcinnost odstranéni Fe byla 83,84 %, ve vétsiné piipada vsak

byla vy§si nez 95 %.

V souladu s ocekavanim bylo nejvyssi miry u¢innosti dosazeno v piipad€ srazeni Pb,

kdy se hodnoty odstranéni pohybovaly Casto blizko 100 %.

9.4.3 Srazeni modelovych vod vybranych kovu roztokem sulfidi z kolon

Po modelovych roztocich se k experimentalnimu testovani odebraly realné vzorky
s obsahem sulfida z kolon, u kterych se prvné zméfila jejich presna koncentrace pomoci LCK
653 kyvetovych testi. Stejn€ jako u modelovych roztokl i zde jsou uvedeny zprimérované
hodnoty z celkem tii méfeni provedenych v ramci experimentalnich testl. V tabulce 22 jsou
uvedena data ze srazeni zineCnatych iontd sulfidy z kolonového systému s obsahem D.

hydrogenophilus, v tabulce 23 srazeni za pomoci sulfida z kolony s obsahem D. vulgaris.

Tabulka 22: Srdzeni Zn®" ionti sulfidy z kolon s obsahem D. hydrogenophilus

ko\n]itelllll::'l;ce k(lecsetlllltli'l:ce Kglzl_centrace OdSt;alléno
Zn*" [mg/1] Zn*" [mg/1] [mg/1] Zn™ [%]

Zn? 2,50 0,17 2,78 93,16
Zn? 5,00 0,81 2,78 83,80
Zn%t + Fe?' 1,25 0,14 2,78 88,80
Zn%t + Fe?' 2,50 0,17 2,78 93,16
Pb%" + Zn?" 1,25 0,60 3,40 52,24
Pb%" + Zn?" 2,50 0,32 3,40 87,16
Pb%* + Fe*" + Zn*" 1,66 0,34 3,40 79,82
Pb%" + Fe*" + Zn*" 3,32 0,14 3,40 95,90
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Tabulka 23: Srdazeni Zn®" iontii sulfidy z kolon s obsahem D. vulgaris

Vstupni Vystupni Koncentrace Odstranéno

koncentrace koncentrace S [mg/l] Zn?* [%]

Zn*" [mg/1] Zn*" [mg/1] g 3
Zn* 2,50 1,52 0,24 39,24
Zn* 5,00 3,44 0,24 31,24
Zn*" + Fe*" 1,25 0,76 0,24 38,96
Zn*" + Fe*" 2,50 1,15 0,24 54,08
Pb%" + Zn?" 1,25 0,58 2,56 54,00
Pb%" + Zn?" 2,50 0,07 2,56 97,12
Pb%" + Fe*" + Zn*" 1,66 0,23 2,56 85,96
Pb%" + Fe*" + Zn*" 3,32 0,12 2,56 96,27

V tabulce 24 jsou uvedeny data ze srazeni zeleznatych iontl sulfidy z kolonového
systému s obsahem D. hydrogenophilus, v tabulce 25 srazeni za pomoci sulfidi z kolony

s obsahem D. vulgaris.

Tabulka 24: Srdzeni Fe®" ionti sulfidy z kolon s obsahem D. hydrogenophilus

Vstupni Vystupni Koncentrace Odstranéno
koncentrace koncentrace S [mg/l] Fe* [%]

Fe** [mg/l] Fe** [mg/l] g °
Fe?' 2,50 0,05 2,78 98,04
Fe?' 5,00 0,04 2,78 99,12
Pb?" + Fe?" 1,25 0,14 3,40 88,48
Pb?" + Fe?" 2,50 0,04 3,40 98,52
Zn*" +Fe*" 2,50 0,06 2,78 97,76
Zn*" +Fe*" 5,00 <0,01 2,78 ~99.98
Pb?" + Fe?" + Zn?" 3,32 0,13 3,40 96,05
Pb?" + Fe?" + Zn?" 1,66 0,14 3,40 91,39
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Tabulka 25: Srdzeni Fe®" 'ontii sulfidy z kolon s obsahem D. vulgaris

Vstupni Vystupni Koncentrace Odstranéno
koncentrace koncentrace S [mg/l] Fe2* [%]

Fe** [mg/l] Fe** [mg/l] g °
Fe?' 2,50 0,02 0,24 99,40

Fe?' 5,00 <0,01 0,24 ~99,99
Pb?" + Fe?" 1,25 0,16 2,56 87,44
Pb?" + Fe?" 2,50 0,13 2,56 94,64
Zn*" +Fe*" 1,25 0,07 0,24 94,80
Zn*" +Fe*" 2,50 0,04 0,24 98,36
Pb?" + Fe?" + Zn?" 1,66 0,10 2,56 9422
Pb?" + Fe?" + Zn?" 3,32 0,03 2,56 99,22

V tabulce 26 jsou uvedeny data ze srazeni olovnatych iontd sulfidy z kolonového
systému s obsahem D. hydrogenophilus, v tabulce 27 srazeni za pomoci sulfidi z kolony

s obsahem D. vulgaris.

Tabulka 26: Srdzeni Pb*" iontit sulfidy z kolon s obsahem D. hydrogenophilus

Vstupni Vystupni Koncentrace Odstranéno

koncentrace koncentrace 2. 2 1o

Pb** [mg/l] Pb2t [mg/l] S [mg/l] Pb [ A’]
Pb** 2,50 0,34 3,40 86,52
Pb** 5,00 0,33 3,40 93,50
Pb?" + Fe?" 1,25 0,18 3,40 85,28
Pb?" + Fe?" 2,50 0,14 3,40 94,52
Pb%" + Zn?" 1,25 0,56 3,40 55,20
Pb%" + Zn?" 2,50 0,13 3,40 94,76
Pb?" + Fe?" + Zn*" 1,66 0,02 3,40 98,67
Pb?" + Fe?" + Zn*" 3,32 <0,02 3,40 ~99.98
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Tabulka 27: Srdzeni Pb*" iontii sulfidy z kolon s obsahem D. vulgaris

Vstupni Vystupni Koncentrace Odstranéno
koncentrace koncentrace S [mg/l] Pb2* [%]
Pb%* [mg/l] Pb%* [mg/l] g °
Pb** 2,50 0,53 2,56 78,96
Pb** 5,00 0,14 2,56 97,26
Pb?" + Fe?" 1,25 0,16 2,56 87,36
Pb?" + Fe?" 2,50 0,30 2,56 87,84
Pb%" + Zn?" 1,25 0,46 2,56 90,78
Pb%" + Zn?" 2,5 <0,02 2,56 ~99.98
Pb?" + Fe?" + Zn*" 1,66 <0,02 2,56 ~99.98
Pb?" + Fe?" + Zn*" 3,32 <0,02 2,56 ~99.98

V piipadé srazeni modelovych vod kovu sulfidy z kolonového systému LITHIM
pozorujeme, Ze doslo ke zlepSeni G¢innosti srazeni u prakticky vSech kovi, patrné je to vSak
zejména v piipade srazeni Zn. Nejnizsi uCinnost byla v ptipad€ srazeni sulfidy z kolony
osidlené D. vulgaris v prvni etapé testovani, kdy produkce sulfidi byla na urovni 0,24 mg/1.
Jakmile koncentrace stoupla na 2,56 mg/l, byly vysledky srovnatelné s kolonovym systémem
osidlenym D. hydrogenophilus a dosahovaly u€innosti srazeni az 97,12 %. Je tedy patrné, ze
produkce sulfidi v obou kolonovych systémech je dostateCna pro srazeni testovanych kova.
Obecn¢ vyssi uCinnost srazeni je také dana tim, ze v pfipadé modelovych vod byla pouzita
demineralizovand voda, ve které nebyly piitomny zadné dalsi ptimesi. V piipadé kolonovych
systému se jednalo o vodu z vodovodniho fadu, ktera také na vystupu z kolon obsahovala
zbytky drobnych pevnych cCastic, které se staly zarodeCnymi centry pro rast srazeniny. Tento
jev je v souladu s teorii heterogenni nukleace, kdy zarodkem srazeniny je cizi ¢astice (viz.

Kapitola 2, Srazeni kovu).
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9.4.4 Srazeni vybranych kovu z realnych vod roztokem sulfidu z kolon

Z dostupnych dat od firmy DIAMO muzeme porovnat ucinnost srazeni vapennym

mlékem se srazeni sulfidy vytvofenymi za pomoci vybranych SRB z diplomové prace. Pro

porovnani byl vybran monitoring diilni vody Cerpané z byvalého dolu Kank u Kutné Hory.

Tabulka 28: CDV Kutnd Hora vstup (50)

Ukazatel Jednotka — Hodn(.)ta —
Minimum Maximum Prumeér
pH - 3,1 5.1 3,96
As mg/l 23,1 58,4 45,8
Fe mg/l 1,5 1850 1554,8
Mn mg/l 28 37.8 33,6
Zn mg/l 103 171 135,85
SO4 mg/l 5180 6500 5831,2

Tabulka 28 obsahuje data z DIAMA v prubéhu roku 2021, kdy se celkem odebralo 42
vzorkt dilni vody na vstupu do Cisticky. Dulni voda je z byvalého dolu odCerpavana a
piivadéna do &istigky ddlnich vod (CVD), konkrétné na prvni, aeradni stupei &isténi. Zde je
voda provzdusnéna a nasledné je odvadeéna do reaktoru s vapennym mlékem kde se misi az na
hodnotu pH 5,5. Suspenze je nasledné¢ odvadéna do druhého reaktoru, kde opét reaguje
s vapennym mlékem, a to do hodnoty pH 9,0. Toto dvoustupiiové sraZzeni umoziiuje lépe
odstrafiovat nezadouci kontaminanty. Vznikla suspenze je z druhého srdzeciho reaktoru

odvadéna do rozdelovace, odkud samospadem sméfuje do sedimentacnich nadrzi.

Ze sedimentacnich nadrzi se zahusStény kal odvadi do zasobnich kalovych nadrzi,
nasledné na kalolis. V misté vytokové Sachtice se provadi druhy kontrolni odbér, ve kterém se
stanovuji ty samé parametry jako na vstupu jakozto monitoring Cisticiho procesu. Vystupni

hodnoty jsou uvedeny v fabulce 29.
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Tabulka 29: CDV Kutnd Hora vystup (50)

Stanovené parametry Dosazena skutecnost
Hodnota
Ukazatel Hodnota Jednotka — - —
Minimum Maximum Prumeér
pH 6-9 - 6,4 8,9 7,96
1cc
m“ 0,2
29 2 <
As 0% 0.15 mg/l 0,01 0,047 0,011
”m“ 4
Fe D2 mg/1 <0,05 1,145 0,329
2
Mn rl‘; f mg/l 0,034 3,91 0,337
”m“ 2
Zn D¢ 1,5 mg/1 <0,05 1,18 0,055
2 b
SO4 gl gggg mg/l 1 840 3440 2931

m!= maximalni hodnota a p’= piipustna hodnota koncentrace ukazatele znedisténi

vypousténych odpadnich vod v mg/l stanovend nafizenim vlady o ukazatelich a hodnotach
ptipustného znecisténi povrchovych a odpadnich vod

Vystupni data jsou zprumeérovana celkem z 54 odbérl a je patrné, Ze ani jednou nebyl
prekroCen emisni limit ,,p“. Dvoustupiiové srazeni zabezpeCuje stabilni a pfijatelné vystupni

parametry (50).

Pro porovnani stouto redln¢ provozovanou technologii jsou v tabulce 30 uvedeny
hodnoty, které byly stanoveny v ramci experimentu provedenych v této diplomové praci.
Sledovany byly pouze dva kovy, konkrétné Zn a Fe. V tabulce jsou uvedeny prameérné
hodnoty vzdy ze 3 experimentil. Realna voda byla srazena vodou z kolonovych systému
s obsahem sulfidd v objemovém poméru 1:3, pfiCemz kovy s indexem 1 (v tabulce oznaceno
jako Fe (1) a Zn (1)) byly srazeny sulfidy z kolonového systému s D. hydrogenophilus. Kovy
s indexem 2 (v tabulce oznaleno jako Fe (2) a Zn (2)) byly srazeny sulfidy z kolonového
systému s D. vulgaris. 7 vysledki je patrné, Ze doSlo k odstranéni sledovanych kovu
s ucinnosti vyssi nez 99,5 %. Porovname-li tyto vysledky s vysledky srazeni z praxe, kde se
uziva metoda srazeni vapennym mlékem, zjistime, Ze u€innost sraZzeni Zn je v obou piipadech
srovnatelna a vyslednd hodnota koncentrace spliiuje limity pro vypousténi téchto vod.
V piipad€¢ Fe je 1 pfes u€innost srazeni az 99,5 % vystupni koncentrace vyssi, nez jsou
povolené limity. V ramci této diplomové prace se nepodafilo dostat na Groven koncentraci,

kterych je dosazeno srazenim v podniku DIAMO.
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Pii srazeni Zn zredlné vody dochazelo k daleko vys§i ucinnosti v porovnani se

s modelovymi vodami. To je pravdépodobné zpusobeno nékolika faktory. Hlavnim z nich

bude patrné ten, ze v testované realné vodé se Zn neodstrafiuje pouze jako srazenina ZnS, ale

dochazi 1 k tvorbé dalSich srazenin, do kterych se Zn vaze (at jiz ve formé slouceniny, nebo

formou adsorpce).

Tabulka 30: Vody Kank, srdzZeni roztokem sulfidii z kolon (1 = D. hydrogenophilus, 2 = D. vulgaris)

o Hodnota
Srazeny kov Jednotka . »
Vstup Vystup Odstranéno [%]
Fe (1) mg/l 1592 6,79 99,57
Fe (2) mg/l 1590 6,45 99,59
Zn (1) mg/l 130,26 0,06 99,95
Zn (2) mg/l 129,13 0,07 99,95
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10 Zavér

Prvni Cast diplomové prace obsahuje literarni reSerSi zaméfenou na mikroorganismy
schopné redukovat sirany na sulfidy v¢etné€ vytipovanych vhodnych typa bakterii pro pouziti
v experimentalni ¢asti, ktera méla za cil vyuzit bakteriemi produkovany sulfid ke srazeni kova
zvod. Na zaklad¢ reSerSe byly do druhého, sulfidového modulu zjednoduseného LITHIM
zafizeni vybrany bakterie Desulfovibrio vulgaris a Desulfobacter hydrogenophilus.
U prvniho, sirném modulu byly vybrany tii druhy bakterii rodu Bacillus. Konkrétné se
jednalo o Bacillus subftilis, Bacillus cereus a Bacillus mycoides. Z téchto bakterii byl pak na
zakladé testovani jako nejvhodné€j$i vybran Bacillus subtilis, ktery byl dale v kolonovém

systému pouzivan.

Kolonovy systém LITHIM byl nejprve provozovan ve vsadkovém rezimu, aby si bakterie
zvykly na nové prostiedi a dostate¢né kolonizovaly naplil kolon. Tato prvni faze trvala necelé
dva meésice, po kterych jiz byly bakterie zcela adaptovany a produkovaly sulfidy
v dostatecném mnozstvi. Koncentrace sulfidd byla u D. vulgaris 15,75 mg/l
au D. hydrogenophilus 12,02 mg/l. Spusténim prato¢ného systému koncentrace sulfidi klesla

témér na nulové hodnoty, ale v nasledujicich 30 dnech se systém stabilizoval.

Srazeni iontd kovi z vod bylo provedeno jak s modelovymi roztoky, tak s realnou vodou.
Z dat naméfenych v ramci srazeni jednotlivych ionti modelovymi roztoky vyplyva, ze se
nejlépe dafilo odstranovat Fe, a to v priméru s 94,93% ucinnosti. U odstranovani Pb byla
ucinnost 92,87 %, a u Zn pouhych 74,14 %. Pii srazeni kovl sulfidy vyprodukovanymi
kolonovym systémem LITHIM se v pfipad¢€ dvojice kolon s ptitomnym D. hydrogenophilus
dafilo nejlépe srazet Fe s uCinnosti az 96,17 %, Pb se dafilo srazet s 88,55% a Zn s 84,26%
ucinnosti. Sulfidy vyprodukované metabolickou Cinnosti D. vulgaris mély opét nejveétsi
ucinnost u srazeni Fe, a to 96,01 %, poté u Pb, které se podafilo vysrazet s 92,77% ucinnosti a

Zn se srazel s 62,11% GCinnosti.

Bylo provedeno také srazeni realné dalni vody, kde byly sledovanymi kovy pouze Fe
a Zn. V ptipadé¢ sraZeni Fe byla vyssi nez 99,5 % a u Zn pak vyssi nez 99,9 %. Tyto vysledky
jsou lepsi nez vysledky srazeni modelovych vod, pfiCemz nejvétsi rozdil je u Zn.
Pravdépodobné je to zpisobeno tim, ze u realné vody nedoslo k odstranéni Zn pouze ve forme
ZnS, ale ze se zinek vazal i ve formé& dalSich srazenin, pfipadn€ se na daldi srazeniny
adsorboval a byl s nimi nasledn€ odstranén. Porovnanim téchto vysledka s daty od spole¢nost
DIAMO, ktera ionty kovua z vod srazi vapennym mlékem je patrné, ze i pies vysokou ucinnost
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odstranéni Fe v ramci diplomové prace nebylo dosazeno stejnych vysledkt ucinnosti jako ve
spole¢nosti DIAMO. Ta ma tGcinnost srazeni u Fe 99,98 % a u Zn 99,96 %. Diavodem vyssi
uspésnosti v DIAMU muze byt zavedeny dvoustupfiovy systém vapenného srazeni

s kontrolovanou upravou pH v jednotlivych krocich a nasledna lep$i separace srazeniny.

Pro kontrolu, ze nedoslo ke kontaminaci ¢i zaméné pouzitych bakterii byl v ramci
diplomové prace pouzit systém Biolog. Na ném byly pribézné monitorovany bakterie
z kolonovych systémi LITHIM. Biolog potvrdil ocekavanou pfitomnost B. subtilis

v aerobnich kolonach a D. vulgaris, resp. D. hydrogenophilus v kolonach anaerobnich.
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12 P¥ilohy

Priloha 1: Pozorovdni zmén zbarveni bakterii D. vulgaris pri kultivaci v bioreaktoru za riiznych koncentracnich

podminek Zivného Van Houten média: a) pocdtecni zbarveni v ¢ase 0 hodin, b) zbarveni v ¢ase 48 hodin, c)

zbarveni v ¢ase 330 hodin

a)
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Priloha 2: Pritkaz biofilmu u B. cereus, B. mycoides a B. subtilis na nosic¢i bioMECH pomoci pripravku

BioFinder, odecet po 5 minutdch (foto autor)
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Priloha 3: Vytipované parametry kolonovych systémii

doba

Desulfobacter hydrogenophilus

Desulfovibrio vulgaris

provozu kolon [dny] pH Sulfidy S* [mg/1] pH Sulfidy S* [mg/1]
Vstup | Vystup Vystup Vstup | Vystup Vystup
1 745 | 7,06 0 743 | 7,17 0
3 744 | 723 0 748 | 732 0
5 741 | 7,52 0 748 | 732 0,011
8 743 | 7,51 0,009 744 | 734 0,068
10 748 | 7,59 0,012 742 | 732 0,103
12 748 | 7,58 0,014 741 | 739 0,137
15 745 | 7,59 0,016 744 | 738 0,174
17 743 | 7,57 0,036 743 | 739 0,208
19 744 | 7,58 0,048 744 | 738 0,289
26 746 | 7,59 0,169 742 | 741 0,726
32 742 | 7,56 2,897 7,44 | 739 4319
43 743 | 7,53 12,961 741 | 737 13,986
46 744 | 7,52 10,68 745 | 738 12,825
49 748 | 7,53 11,145 741 | 739 15,457
53 741 | 7,51 12,015 743 | 737 15,753

Spusténi pratoc¢ného rezimu s

prumérnou hodnotou pratoku 0,33 I/hod pro

D. hydrogenophilus a 0,34 1/hod pr

o D. vulgaris

57 743 | 7.53 0,053 745 | 7.38 0,052
64 745 | 7157 0,101 743 | 735 0,014
SniZeni pruto¢ného rezimu na primérnou hodnotou prutoku 0,21 I/hod pro
D. hydrogenophilus a 0,2 1/hod pro D. vulgaris
69 744 | 754 1,682 742 | 737 0,701
76 745 | 7157 2,784 745 | 7.4 1,238
83 742 | 755 3,432 747 | 7.38 2,56
89 741 | 751 5.67 743 | 736 3,15
92 745 | 7.54 6,14 741 | 734 4,67
96 747 | 156 724 746 | 739 6,29
99 746 | 7152 9,17 745 | 737 8.36
103 742 | 7157 10,78 748 | 732 9,55
109 748 | 755 13,09 742 | 7.38 12,98
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Priloha 4: Vysledny protokol identifikace systému Biolog

Program

Progact

Fila Name

User

Iersirumeant
Instrumant SIN
Incubation Hours
Plasa Numbar
Pliata Type
Prosocal

Sample Nama
Cperaior

Comments

Data & Time of Read

MicroLeg 35.2.01 35
MLs

Livanal

MicroStation 2 Reacer
1021218

2000

1

GEN W

B

Feb 16 2023 910 AM

Bioleg ID D8 GEN-IIl_2.7.1.40.15G

Resut Spackes 1D Bacilus subtils 55 subtilis

Comment

Notice

Rark | PROB SIM  DIST  Organsm Type Spaces

1 -— 0168 764 GP-RedS8 Bacilus subtils 55 subtilis

2 - 0167 76668 GP-Rod-S8 Bacilus mojavensissublifs

3 — D068 47168 GP.RodSB Hacllus subtils 55 splizeni

" —_— 0067 8797 GP-Red-SB Bacilius alrophaeusisubliis

Key <x posilive, x: negative, <x- mismached positive, x+. mismatched nagative, (x borderine, -x kess than A1 well
Well Color Values

Pina 1 2 3 4 5 & ’ 8 9 10 n" 12
A 50 <175 {143 <178 { W3 { 154 <179 < 167 68 <204 <288 (| 228
8 < 165 67 (130 (141 <1180 {134 L ¥4 55 66 <31 <286 { 240
C {145 <174 < 190 68 57 86 38 m 86 < 315 61 a6
D |<23 (158 {110 <181 ( 138 7% {115 83 91 <280 <276 68
E B85 69 <185 (155 <168 <165 <158 { 118 93 < 263- <245- < 274 -
F (114 (142 {116 <174 69 88 <212 68 <214 <277. <298 { 173
G 5 (126 68 (141 <251 {156- { 100 <250 < 162 63 <275 <287
H { 127 a7 57 < 168 - 44 & (120 ( 45 {123 61+ =< 248 a2
Repart Dane Fab 18 2023 9:10 AM
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