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ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméiena na optimalizaci prvniho stupné kolonového systému
LITHIM, pfesné¢ji optimalizaci aerobni ¢asti kolonového systému. Optimalizace spocivala
ve vytipovani a nahrazeni ptivodniho fakultativné anaerobniho mikroorganismu Thiobacillus
denitrificans. Testovanymi mikroorganismy byly Micrococcus luteus, Bacillus subtilis,
Pseudomonas fluorescens. Na =zakladé jednotlivych méfeni byly vysledky vzajemné

porovnany a vybran nejvhodnéjs$i mikroorganismus.
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TITLE

Optimization of the first stage of the LITHIM column system

ANNOTATION

This thesis is focused on the optimization of the first stage of the column system LITHIM,
more precisely optimization of the aerobic parts of the column system. Optimization consisted
of identifying and replacing the original facultative anaerobic microorganism Thiobacillus
denitrificans. Tested microorganisms were Micrococcus luteus, Bacillus subtilis,
Pseudomonas fluorescens. Based on individual measurements the results were compared and

the most suitable microorganism was selected.
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UVOD

V Ceské republice se v sou¢asné dob& vyprodukuje obrovské mnozZstvi odpadnich vod,
je to zpusobeno nejrtiznéjSimi procesy, kazdodennim chodem domécnosti, pramyslovym
znovuvyuziti, musi dojit k jejimu ¢isténi. Znecisténi vody miizeme definovat jako zménu
fyzikalnich, chemickych ¢i biologickych vlastnosti vody, podobné jsou rozdéleny i zpisoby

¢isténi odpadnich vod.

Odpadni vody mohou obsahovat mnoho rozpusténych i nerozpusténych latek, z tohoto
diivodu je potieba tyto vody vy¢istit a nasledné odvadét vy¢isténé do recipientu. Cisténi
odpadnich vod miizeme obecné rozdélit do tii kategorii, mechanické ¢isténi vyuzivajici mimo
jin¢ velikost necistot, jejich zachyceni pomoci sit, filtrd, ¢esel. Dale chemické Ccisténi
odpadnich vod vyuzivajici jednoduché chemické reakce jako jsou sraZeci reakce, neutralizace,
adsorpce. A konecné€ posledni, biologické ¢isténi odpadnich vod, odbouravajici ptrevazné

organické latky za pomoci ¢innosti riiznych druhi specialné péstovanych bakterii.

Tato diplomova prace je zaméfena na optimalizaci prvniho stupné kolonového systému
LITHIM, ktery vyuzivad c¢innost mikroorganismii k zachyceni ionti kovii technologicky
zne€isténych vod, predevs§im tézkymi kovy. V teoretické Casti diplomové prace jsou shrnuty
poznatky o0 vodeé a o biologickych zplsobech ¢isténi odpadnich vod. Déle jsou zde vytipovany
vhodné mikroorganismy pro optimalizaci prvniho stupné kolonového systému LITHIM.
Experimentalni ¢ast prace je pak zaméfena na laboratorni testy provadéné ve zjednoduseném
systtmu LITHIM, diky kterym bylo mozno vybrat nejvhodnéjsi z testovanych
mikroorganismii (Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens), jenz mutize

nahradit dosud vyuzivany mikroorganismus Thiobacillus denitrificans.
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TEORETICKA CAST

1 Voda a jeji rozdéleni

Z technického hlediska mizeme vodu rozdélit na dvé kategorie dle zékona

254/2001 Sb., Zakon o vodach a o zméné nékterych zédkontl (vodni zakon). Jednd se o vodu

povrchovou a podzemni, které mohou byt dale vyuzivany pro nejruznéjsi potieby [1].

Podzemni vodou rozumime veskerou vodu, kterd se nachazi pod zemskym povrchem. Oproti

povrchovym vodam maji podzemni vody stalejsi fyzikalné-chemické slozeni (koncentrace

kysliku, oxidu uhli¢itého a dalsi). Povrchovd voda se vyskytuje na zemském povrchu,

je tvofena vSemi povrchovymi vodnimi zdroji (mofe, jezera, oceany). Oproti podzemni vodé

obsahuje daleko vyssi mnozstvi nejriiznéjsich mikroorganisma, které ovliviji jeji kvalitu [2].

Vodu mizeme rozdélit také dle obsahu negistot:

Pitnad voda — zakon 258/2000 Sb. o ochran¢ vefejného zdravi stanovuje,
ze pitnou vodou je veSkerd voda v plvodnim stavu nebo po upravé, kterd
je uréena k piti, vafeni, ptiprave jidel a napojii, voda pouzivana v potravinafstvi,
voda, ktera je urCena k péci o télo, k ¢isténi pfedméti a mnohé dalsi. Z toho
jasné¢ vyplyva, Ze pitnd voda nesmi obsahovat zadné Skodlivé latky
(toxiny, bakterie a dal$i). Zaroven by méla mit ptijemnou chut, bez ptitomnosti

zapachu a zbarveni [3, 4].

Uzitkova voda — je Cerpana z podzemnich i povrchovych zdroji, neobsahuje
zdravi Skodlivé latky. Neni vSak urena ke konzumaci ¢i pfipravé potravy.
Vyuziva se omezené k myti, prani pradla, koupani, nesmi se vyuZzivat ani k myti

nadobi, m¢lo by se zamezit jakémukoliv styku s potravinami [5].

Odpadni voda — je odvadéna z domacnosti ¢i primyslovych zafizeni. Obecné
ji mizeme definovat jako vodu, jejiz kvalita byla zhorSena lidskou ¢innosti.
Znecisténi vody muize byt tvofeno rozpusténymi nebo nerozpusténymi latkami,

za znelisténi se ale povazuje i napf. tepelné nebo radioaktivni zneéisténi [5].
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2 Cisténi odpadnich vod

Zatizeni, ve kterém dochdzi ke zpracovani resp. ¢isténi odpadnich vod, nazyvame

gistirna odpadnich vod (COV). Tato zafizeni byvaji velice ¢asto pobliz rtiznych provozi,

kde slouzi k ¢iSténi prumyslové znecisténych vod, odpadnich vod ze zemédélstvi

a podobné. Cistirny odpadnich vod mohou byt rtizné, rozdéluji se hlavné dle velikosti a typu

Gistirenského procesu [6]. Na uzemi CR je nejéastdj§im typem mechanicko-biologicka

Cistirna, jejiz zjednodusené schéma je nasledujici:

Mechanické ¢iSténi — necistoty ve vodach jsou rtizné povahy. Mechanickym
¢isténim odstranujeme necistoty ve vod¢ nerozpusténé, které tvoii podstatnou
¢ast odpadnich vod. Toto ciSténi miizeme oznacit jako prvni fazi ciSténi
odpadni vody, kdy se zbavujeme hrubych necistot. Voda uréend k ¢isténi

postupné putuje skrze Cesle, lapaky pisku, tukti a oleji a usazovaci nadrz [7].

Biologické c¢iSténi — vyuzivad k CiSténi biochemickych procesii, znacnéd cast
technologie tohoto ciSténi je rozepsana v ndsledujicich kapitolach. Témér
vSechny odpadni vody mohou byt biologicky cistény, nebot” vzdy obsahuji
alespon cast biologicky rozlozitelnych rozpusténych latek. Pti biologickém
¢iSté€ni dochdzi k odstraiiovani organického znecisténi odpadni vody — vznikla

biomasa se od vy¢isténé vody oddéluje v dosazovaci nadrzi [8].

we

Tercialni stupen ciSténi — slouzi k docisténi jiz mechanicko-biologicky
vycisténych odpadnich vod. Pfi tfetim stupni ¢iSténi se odstraiiuji hlavné
anorganické ionty a syntetické organické slouCeniny. VyuZziva se predevsim
fyzikalnich nebo fyzikalné-chemickych metod jako je filtrace, srazeni,

koagulace [9].

Piitok

: iy Prim arni . Sekundarmi .
: St Odtok
Cedle [ Lapakpistu —m usazovini _T., Aktivace [l usazovAni 0
Vratny kal
Y
Primarmi kal Sekundami kal

(prebyteiny, aktivovany)

Obr. 1 — Zjednodusené schéma ¢isténi odpadnich vod [22]
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2.1 Anaerobni biologické ¢isténi vod

Mikrobidlni zpracovani nejriznéjsich organickych substratii za nepiistupu kysliku, tedy
anaerobn¢, probihd v pfirod¢ pfirozené, nejcastéji na dnech vodnich tokl ¢i rybniku.
Vysledné produkty takovychto procest jsou predev§im methan, voda a oxid uhlidity,
tyto latky se vyznamné ucastni uhlikového cyklu. Pravé takovychto i jinych mikrobidlnich
procestt se vyuziva predev§im v technologii odstranéni organického znecisténi. Vyuzivaji
se predevsim nejriznéjsi kaly ¢i jiné mikrobialni kultury ve vodnich suspenzich. Pod pojmem
anaerobni procesy rozumime anaerobni ¢isténi odpadnich vod a anaerobni stabilizaci kald.
Oba ty to procesy vyuzivaji smésné kultury mikroorganismi, které rozkladaji organicky

substrat bez ptistupu vzduchu, resp. kysliku [10].

Pti aerobnich procesech vystupuje vroli kone¢ného akceptoru elektronii kyslik,
anaerobni procesy vyuzivaji jiné akceptory elektroni, mimo jiné dusi¢nany, dusitany, sirany,
elementarni siru a dal$i. Z technologického hlediska jsou anaerobni procesy energeticky malo
narocné, az 90 % energie obsazené v substratu je zachovano ve vzniklém bioplynu (methan)

anecelych 10 % je vyuzito pro rust mikroorganismi [11].

Anaerobni rozklad jako takovy mulZeme shrnout do sledu nékolika dil¢ich na sebe
navazujicich procest, za které jsou zodpovédné anaerobni mikroorganismy. Rozklad
organického substratu vyzaduje koordinovanou metabolickou ¢innost téchto mikroorganismii.
Produkt metabolismu jedné skupiny mikroorganismi se stdva substratem pro jinou skupinu

mikroorganismu, takovato kaskada metabolisma vede az ke vzniku kone¢nych metabolitii.

Cely proces rozkladu miizeme rozdélit do nékolika biochemickych reakci, jsou jimi

hydrolyza, acidogeneze, acetogeneze a methanogeneze [12].

Hydrolyzou  rozumime  rozklad  vysokomolekularnich  organickych  latek
(proteiny, lipidy) na nizkomolekularni latky pomoci enzymii. Acidogeneze je zodpovédna
za nasledny rozklad jednodussich organickych latek (organické kyseliny). Fermentaci téchto
latek dochazi ktvorbé redukovanych produkti. Dal§i fazi je acetogeneze,
kdy dochazi k oxidaci redukovanych produktti za vzniku vodiku, oxidu uhli¢itého a kyseliny
octové. Posledni fazi rozkladu je pak methanogeneze, kde dochazi k rozkladu jednoduchych

jednouhlikatych latek (kyselina mravenci, oxid uhelnaty) [13].
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2.1.1 Prednosti a nevyhody anaerobniho ¢isténi vod

Anaerobni ¢isténi odpadnich vod zaznamenalo v poslednich letech velky rozmach
a dnes je jiz béZnou metodou ¢isténi odpadnich vod. Aplikace tohoto zptsobu cisténi vod

w7

shrnout nasledovné:

e Nizka spotieba energie. U anaerobnich procesti neni potfeba vynakladat

znacné mnozstvi energie na optimalizaci podminek.

e Niz§i produkce biomasy. Oproti aerobni produkci biomasy je produkce
anaerobni biomasy asi desetkrat mensi. Z toho vyplyvaji i niz§i naklady

na zpracovani ptebyte¢ného kalu.

e Nizké pozadavky na Ziviny. VétSina esencialnich zivin je vyuzita K tvorb€ nové
biomasy (rist). Vzhledem k nizké tvorbé biomasy klesa i nutnost ptitomnosti

esencialnich zivin.

e Nizka reakéni rychlost. Rychlost metabolismi v anaerobnich systémech
je vyrazné€ niz8i nez v aerobnich, proto vyzaduji anaerobni systémy napft. nizsi

pritok, popf. vysoké koncentrace mikroorganismu.

e Citlivost mikroorganismi na zmény reakénich podminek. Napf.

methanogenni bakterie jsou velice citlivé na zmény zivotnich podminek.

e Dlouha doba zpracovani anaerobnich procesu. Tento fakt vyplyva z nizké

reakéni rychlosti a metabolismu anaerobnich mikroorganismu [14].
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2.1.2 Reaktory pro anaerobni ¢iSténi

Spolu s neustalym vylepSovanim a objasfiovanim biochemickych principi anaerobniho
¢isténi odpadnich vod dochazi 1 ke konstrukcim novych druhti reaktorii, vyuzivajicich novych
poznatkti. Velké mnozstvi druhi a ndzvii anaerobnich reaktori je dano koneénymi zajmy
konstrukénich firem, mnohé typy reaktori se 1isi jen nepatrnymi detaily v konstrukci [15, 16].

Vykonnost reaktort zavisi predevs§im na téchto parametrech:
e mnozstvi biomasy, ktera ztistava v reaktoru,

e kontakt biomasy s ptivadénym substratem,

e rychlost biologické konverze.

Prvni dvé kritéria jsou zavislé na konstrukci reaktoru, rychlost biologické konverze
zavisi predev§im na mnozstvi biomasy a optimalnich reakénich podminkéch (teplota,
koncentrace esencialniho substratu) [17]. Mnozstvi biomasy v reaktoru zavisi na zptsobu

kultivace, rozdéleni anaerobnich reaktorti je zobrazeno na obr. 2.

reaktory

anaerobni ]

suspenzni imobilizovana

biomasa biomasa

biofilm agregace \

. L pohyblivy
fixovany nosic nosié

Obr. 2 — Rozdéleni anaerobnich reaktori [14]
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2.1.3 Reaktory s biomasou v suspenzi

Prvni reaktory pracovaly za vyuziti principu idedlniho sméSovaciho reaktoru, kde byla
doba zdrzeni odpadni vody a tuhé faze stejnd. Reak¢ni smés byla promichdvana napf.
mechanickym michadlem a odpadni voda byla davkovana kontinualng. Cisténi odpadnich vod
s vyuzitim takovychto reaktori se v dnesni dob¢ jiz moc nepouziva. Ovsem stale zde jsou
mozné perspektivni modifikace a t€émi jsou membranové anaerobni reaktory. Principem
je jednoducha separace kalné Casti od biomasy za pouziti membranové ultrafiltrace mimo

reaktor [15, 18].

2.1.4 Reaktory s imobilizovanou biomasou

Reaktory této skupiny tvoii tzv. vysokozatézové anaerobni reaktory, které jsou
charakteristické tim, Ze doba zdrzeni biomasy je nesrovnatelné delSi nez zdrzeni CiSténé
kapaliny, videalnim ptipadé je biomasa staticka. Takto je mozné dosahnout vysoké
koncentrace anaerobni biomasy v reaktoru a G¢innost ¢i$téni tak maximalizovat. Z hlediska
imobilizace biomasy stoji za zminku pfedevSim anaerobni reaktory s biomasou ve formé
narGstu biofilmu na povrchu inertniho materialu [19, 20]. Pravé tento reaktor je vyuzit i v nize

uvedeném systému LITHIM.

Biomasa, ktera je imobilizovand na inertnim nosii, vytvari jakysi biofiltr.

V praxi existuji celkem tfi zékladni typy biofiltrii:

¢ Biofiltr se sypanou naplni - napln tvoii drceny $térk, vapenec, ¢edi€ ¢i jiny mineral,
treba 1 sira. V zavislosti na zatiZeni se voli 1 velikost ¢astic s co moZznd nejveétsim

specifickym povrchem.

e Biofiltr s naplni z plastu - plastova napli zde nahrazuje mineralni napli. V drtivé
vétSiné piipadil je tvofena specidlné tvarovanymi vylisky, které jsou nasypany

do reaktoru a vytvareji ndhodné uspotadané loze.

e Biofiltr s blokovou naplni plastu - upravena obdoba sypanych plastovych naplni.
Bohuzel u biofiltr s naplni z plastu ¢asto dochazi k ucpavani nerozpusténymi latkami,
pravé proto byly vyvinuty blokové naplné. Tyto napln€ jsou tvofeny bloky

tvarovanych plastovych desek, které jsou vzajemné spojeny, napft. lepenim [15, 21].
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2.2 Aerobni biologické Cisténi vod

Aerobni biologické CiSténi spociva ve vyuziti mikroorganismt, funkéni polykultury,

jinak také znamou pod nazvem aktivovany kal. Tyto mikroorganismy jsou schopny svym

metabolismem odbourat az 99 % organického znecisténi [22].

2.2.1 Aktivovany kal

Jak je zminéno vySe, aktivovany kal je polykultura mikroorganismi, predevSim

bakterie, které jej spole¢né s dal$imi organismy vytvareji. Od ¢istych monokultur se 1i$i mimo

jiné tim, Ze je mozné jej oddé€lit od kapalné faze sedimentaci. Celkové slozeni aktivovaného

kalu se samovolng stabilizuje v zavislosti na sloZeni substrdtu ¢i podminkach bé&hem

technologického procesu [9, 23]. Mikroorganismy aktivovaného kalu mizeme obecné rozdélit

na dvé skupiny:

Destruenti — az 90 % mikroorganismtii aktivovaného kalu, zpusobuji

biochemicky rozklad znecist'ujicich latek v ¢isténych vodach. Tuto skupinu tvorti

pfedevsim bakterie, z malé ¢4asti i mikroskopické houby ¢i sinice.

Konzumenti — vyuzivaji bakterialni bunky jako substrat. Tuto skupinu tvoii

predevs§im jednobunééné organismy (protozoa) jako bicikovci ¢i nalevnici [14].

Z fyziologického hlediska mizeme skupiny bakterii, které se vyskytuji v aktivovaném

kalu rozdélit na:

Organotrofni mikroorganismy vyuZivajici organicky substrat za oxickych

podminek (Bacillus, Pseudomonas, Micrococcus).

Organotrofni mikroorganismy vyuzivajici organicky substrat za

anoxickych podminek, tzv. denitrifika¢ni bakterie (Bacillus, Alcaligenes).

Chemolitotrofni nitrifikaéni  bakterie oxidujici dusitanovy dusik

na dusi¢nanovy dusik (Nitrobacter).

Polyfosfatakumulujici (poly-P) bakterie akumulujici lehce rozlozitelné
substraty, spolu se zvySenou akumulaci fosfore¢nanii do bunék (Acinetobacter,

Klebsiella) [24].
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2.3 Technologie biochemickych procesii

Cisténi vod vyuziva metabolismu mikroorganismi, dochazi tak k pfeméné nechténych
¢i nepotiebnych latek na 1épe odbouratelné ¢i 1épe technologicky zpracovatelné produkty.
Aby tyto procesy mohly fungovat spravné, je potieba poskytnout mikroorganismiim co mozna
nejlepsi podminky. Jednou ze zakladnich podminek je pfedev§im vhodny substrat, potiebné
nutrienty (chemické prvky potfebné pro syntézu bunék napt. dusik, fosfor, sira,
ale 1 kovy jako kobalt, Zelezo, vapnik a mnohé dalSi). Neméné podstatnou soucasti

technologie biochemickych procest jsou i kultiva¢ni podminky [14].

Substrat muzeme obecné definovat jakozto nepostradatelny zdroj energie.
Mikroorganismy mohou ziskdvat energii ze svétla, pfemeénou svételné energie na chemickou,
takovéto mikroorganismy oznacujeme jako fototrofni. Druhou skupinu tvoii mikroorganismy,
které ziskavaji energii oxidaci anorganickych ¢i organickych latek. Takovéto mikroorganismy

oznacujeme jako chemotrofni [25].

Kromé energie vyzaduje kazda ziva bunka i zdroj uhliku, ktery je vyuzivan pro syntézu
bunécné hmoty. Uhlik  mizZe byt ziskavan  z anorganicky  sloucenin,
poté mluvime o litotrofnich mikroorganismech, nebo mize byt ziskdvan z organickych
sloucenin, zde mluvime o organotrofnich mikroorganismech. Drtivéa vétSina mikroorganismu,
které se podileji na ¢isténi odpadnich vod, vyuzivaji k syntéze biomasy organicky uhlik [26].

Tato problematika je podrobngjsi rozvedena v kapitole 4.1.

Substrat mize byt navic doddvan v médiu, mikroorganismy jej tedy musi nejprve
transportovat do buné¢k, tento proces ale vyzaduje energii a jednd se o tzv. exogenni
metabolismus. Pro procesy ¢isténi vod je ale typictéjsi tzv. endogenni metabolismus,
kdy je externi substrdt vycCerpan, nebo je pfitomen jen ve velmi nizké koncentraci.
V takovychto pfipadech musi buiiky zaéit vyuzivat naakumulované nebo zasobni latky [27].

Po vy€erpani i téchto intrabunéénych substratlh dochazi vétSinou k autolyze a rozpadu buniky.
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2.3.1 Riist a mnoZeni mikroorganismi

Pii biologickém ¢iSténi odpadnich vod jsou hlavnim mechanismem odstranéni
zneCisténi oxidacné — redukéni reakce. Pii takovychto reakcich dochazi k pienosu elektronu
mezi akceptorem a donorem. Kultivaéni podminky jsou zalozeny na typu akceptoru elektronti

a mizeme tak vSechny dé&je rozdélit na:

e Oxické — aerobni kultivacni podminky, pfi kterych je pfitomen molekularni
kyslik, ktery zaroven vystupuje jako akceptor elektronti. Nejcastéji je redukovan
kyslik, ktery je vazan v molekule vody. Oxida¢né — redukéni potencial (ORP)

je v takovychto podminkach kladny, ptiblizné od 50 mV vys.

e Anoxické — kultivacni podminky, pii kterych molekularni kyslik neni pfitomen,
jako akceptor elektronii zde vystupuje dusitanovy ¢i dusi¢nanovy dusik.

Hodnota ORP se nachazi v intervalu 50 az -50 mV.

e Anaerobni — kultivaéni podminky, pfi kterych neni pfitomen ani molekularni
kyslik ani dusik, kone¢nym akceptorem elektroni je v tomto piipadé organicka

latka. Hodnota ORP je od -50 mV niz [28].

*ORP
(mYV) i Oxickid z6
Nitrifikace Xicka zona
Oxicka oxidace
+ 50
0 - Anoxicka oxidace Denitrifikace Anoxicka zona
-50
) Depolymerace fosfam
Acidogeneze ’
Anaerobni
Acetogeneze Desulfatace et
Methanogeneze

* Uvedené hodnoty ORP jsou uvadény proti nejéastéji pouzivané argentochloridoveé elektrodé.

Obr. 3 — Biologické procesy Vv technologii ¢iSténi odpadnich vod [29]
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2.3.2 Rustova krivka

Rist mikroorganismti lze popsat tzv. rustovou kiivkou. Tato zavislost popisuje
mnohonésobné dé€leni bakterialnich buné€k, které probiha az do spotfebovani veskerych zivin,
¢1 do zmeény kultivacnich podminek. Rustova kifivka mé charakteristicky pribéh a Ize

ji rozdélit na nékolik fazi [30].

1. Lag faze — bunky se nemnozi, teprve se adaptuji na nové prostiredi. Vytvareji
si enzymy potiebné pro déleni a zvétSuji svij objem. Délku lag faze ovliviiuje
slozeni prostiedi, dale také velikost a staii bun¢k.

2. Faze zrychleného ristu — bunky se jiz adaptovaly na nové prostiedi, zacinaji
se mnozit s nardstajici rychlosti d¢leni.

3. Logaritmicka/exponencialni faze — intenzivni rist buiiky do doby dokud neni
koncentrace zivin limitujici, vSechny bunky se d€li konstantni maximalni
rychlosti.

4. Faze zpomaleného riistu — dochazi k postupnému snizeni mnozeni bunék
1 snizeni rychlosti metabolismu v dasledku vycerpani zivin a hromadéni
metabolitd.

5. Stacionarni faze — sniZeni rychlosti mnozeni, pocet nové vzniklych bunck
se vyrovnava s po¢tem odumielych, mohou vznikat endospory.

6. Faze odumirani — nartst ubytku bunck, prevaha nad ptiriistkem, rychlost déleni
klesa pod nulovou hodnotu, dochazi k rozkladu buné¢k [12, 31].
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Obr. 4 — Ristova kiivka [32]
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2.3.3 Biofilm a jeho vyznam

Biofilm muzeme definovat jako organizované spolecenstvi mikroorganismil jednoho
¢i vice druht, které koexistuje v mezibunécné hmoté¢ - extraceluldrni polysacharidové matrix
(EPS) s moznosti piichytit se na nejruznéjsi povrchy (zivé i nezivé) [33]. Tato spoleCenstvi
mohou byt neSkodna i patogenni, piikladem muze byt klasicka stfevni mikroflora, ktera je pro
cloveéka zivotné dulezitd versus biofilmy patogennich bakterii na umélych implantatech
zpusobujici infekei. Biofilmy jsou velice slozité struktury, které se lisi mimo jiné ve slozeni
EPS, aerobnich ¢i anaerobnich zonach ¢i slozenim mikroorganismu [34]. Tvorba biofilmu
je pro mikroorganismus velice vyhodna, jelikoz muze dojit ke kolonizaci rtiznych mist,
slizova vrstva brani bakterie pied nepiiznivymi vnéj$imi vlivy jako je vyschnuti ¢i toxické

latky (ATB) [35].

Tvorba biofilmu je velice komplexni dé&j, ktery je zavisly na mnoha faktorech.
ZjednodusSené se jednd o piilnuti planktonické buiiky ¢i bunék k danému povrchu. Tento
proces je znamy jako adherence, z poCatku ma slaby reverzni charakter a je zprostiedkovana
povrchovymi strukturami (pili, bi¢iky), rovnéz se zapojuji mechanismy jako difuze, Brownlv
pohyb ¢i chemotaxe. Po uspésné adhezi bakterii na povrch dojde ke zméné jejich vlastnosti
a produkci polysacharidii a jinych polymert nezbytné nutnych pro tvorbu biofilmu. Dochazi
K vzajemné agregaci a tvorbé stabilniho biofilmu. Diky nadmémé tvorbé EPS

a vzniku mikrokolonii dojde az k tzv. maturaci biofilmu [36].

biofilm /_> ~@ planktonicka buiika

@
signalni d / pohyb, adheziny, chemotaxe,

molekuly o vlivy prostiedi
~@D o

Obr. 5 — Tvorba biofilmu [36]
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2.3.4 Vyuziti mikroorganismi Vv ¢iSténi technologickych odpadnich vod

Zivé organismy, piedev§im mikroorganismy, Ize vyuzit v technologii ¢isténi odpadnich
vod, jelikoz se z velké casti podileji na reakénich procesech, v tomto pifipadé na ovlivnéni
rozpustnosti latek. Jejich metabolické produkty Ize vyuzit jako srazeci Cinidla pro fadu latek
a ptfimo tak ovlivitovat prevod latek z pevné faze do kapalné a naopak. Jako konkrétni piiklad

muzeme uvést ionty zeleza, sulfan ¢i jiné slouceniny siry v riiznych oxidac¢nich stavech.

Nejznaméjsimi piiklady procest, kterymi je mozné imobilizovat fadu toxickych kovi,
jsou dg&je spojené s biologickou redukei siranu, p¥i nichZ vznikaji ionty S* vystupujici v roli
srazeciho Cinidla. Velkym problémem ale mize byt nutnd pfitomnost anaerobnich podminek
pro spravnou funkci mikroorganismt, které umoznuji tyto procesy. V tomto kolonovém
systému mluvime o siran redukujicich bakteriich (SRB) napt. Desulfobacter hydrogenophilus,
které jsou striktnimi anaeroby, sebemensi koncentrace kysliku je pro né tedy toxicka. Praveé
tyto mikroorganismy produkuji klidové ionty S%, které naslednd sraZeji toxické ionty kovi

na piislusné sulfidy, v drtivé vétsin€ nerozpustné ve vodé [37].

Dosud publikované realizace vyuzivajici vySe popsaného systému k biologické extrakci
kovi jsou zaloZeny na principu dvoustupiiového uspofadani, kde v prvnim stupni dochazi
¢innosti mikroorganismi k uvolnéni extrahované¢ho kovu z horninové matrice a ve druhém
stupni nasleduje jeho vylouceni zvodné faze biologickym sraZenim. V¢EtSina téchto
uspofadani nebyla doposud schopna pieklenout laboratorni provedeni. Ve stavu nyné&jsi
techniky chybi metody imobilizace nékterych kovu (Pb, Ni, As, Cu, Hg) z odpadnich vod

priamyslového typu, které by byly G¢inné a nizkonakladové.

25



3 Tristupnovy kolonovy systém LITHIM

Kolonovy systém LITHIM je uréeny k zachyceni iontl
z technologicky znecisténych vod biologickou imobilizaci. Principem tohoto systému
je kombinovatelnost tfi modult se specifickymi funkcemi. T€la modulii jsou vyplnény
naplnémi, které slouzi jako nosi¢e mikrobidlni biomasy v podobé biofilmu a zaroven
umoziuji maximalizovat sty¢nou plochu mezi vodou urCenou k piecisténi aroztokem

sulfidovych anionti.

Prvni modul slouZzi ptfedevs§im k vytvoteni idedlnich podminek pro rlst siru oxidujicich
bakterii napt. Thiobacillus. Do modulu je ptivadén zivny roztok obsahujici napt. dusi¢nany,
fosforecnany, hydrogenuhlicitany. Z prvniho modulu kapalina piechazi do druhého modulu,
kde je udrzovano konsorcium siran redukujicich bakterii a kde muze byt regulovano pH.
Tteti modul slouzi ke srdzeni kovll ze zneciSténych vod piivadénych se smési srazedel

z druhého modulu. Celé zatfizeni je mozno vybavit odtahem metabolickych plyni [37].

Systém LITHIM se tedy sklada z prvniho modulu (sirny modul), ktery je vyplnén
elementdrni sirou o vhodné frakci (3,15 — 4,0 mm) ziskané ve vyrobné kyseliny sirové
v Synthesii Pardubice, ktera je mnavic pokryta sirou oxidujicimi bakteriemi
Thiobacillus denitrificans produkujici siranové anionty. Tento modul je opatien vstupem pro
ptfivod Zivin, vystupem pro vedeni roztoku siranovych aniontli ustici do druhého modulu.

Siru oxidujici bakterie T. denitrificans oxiduji elementarni siru podle rovnice €. 1.

1 5
CO, +5°+2H,0 +50; - CH,0+ 507 +2H* (1)

Druhy modul (sulfidovy modu) je naplnén inertnim nosi¢em, napi. zeolitem,
na kterém jsou ukotveny siran redukujici bakterie D. hydrogenophilus.
Tyto bakterie jsou ziveny roztokem siranovych iontii pfichazejicimi spolu s dalSimi
pfipadnymi  produkty metabolismu bakterii T. denitrificans z prvniho modulu.
Bakterie D. hydrogenophilus pfeménuji sirany na sulfidy. Dale je tento modul opatien
vstupem pro piivod siranovych anionti z prvniho modulu a vystupem pro vedeni sulfidovych

aniontu ustici do tfetiho modulu.
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Tteti modul (imobilizacni modul) je bez naplné, popiipadé mize byt naplnén inertnim
materidlem slouzicimu ptfedevSim k prodlouzeni doby kontaktu vody urcené k preciSténi
s roztokem sulfidovych anionti. Imobiliza¢ni modul je opatien trubkou pro vedeni roztoku
sulfidovych aniont z druhého modulu, piivodni trubkou pro piivod vody urcéené k precisténi,
vystupni trubkou pro odvod precisténé vody a odvodem kalu ¢i srazenin.
Na vystupni trubce pro odvod piecisténé vody mize byt s vyhodou umistén odvzdusnovaci

ventil [37].

Vodou urcenou k €isténi rozumime zejména primyslovou odpadni vodu, znecisténou
ionty kovu, jejichz sulfidy jsou ve vod¢ nerozpustné. Jednd se zejména o ionty kovil
obsahujici Pb, Zn, Ni, Cr, As, Cu, Hg a jiné. Podrobné schéma tfistupiiového kolonového

systému LITHIM je zobrazeno na obr. €. 6.

12
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Obr. 6 — Tristupiiovy systém LITHIM

1 - pFived Zivin, 2 - vypust’, 3 - sirny modul, 4 - porézni prepazka, 5 - odvod sirani a metabolitii,
6 - sulfidovy modul, 7 - odvod sulfidi, 8 - imobiliza¢ni modul, 9 - odvod piecisténé vody,
10 - odvzdusiiovaci ventil, 11 - pFivod technologicky znecisténé vody, 12 - odtah plyni
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3.1 ZjednoduSeny dvoustupnovy kolonovy systém LITHIM

Cilem této prace je optimalizace pouze prvniho stupné kolonového systému LITHIM.
Proto byl celkovy tfistupniovy systém lehce pozménén a zjednodusen. Namisto tiikolonového
systétmu je vyuzit pouze dvoukolonovy, obsahujici prvni (aerobni) kolonu a druhou
(anaerobni) kolonu. Posledni (imobilizacni) kolona je pro optimalizaci prvniho stupné
nepotiebna, proto je Vramci zjednoduseni celého systému odstranéna. Rovnéz je lehce

pozménéna konstrukcee, jak je patrné na obr. €. 7.

Ob¢ kolony jsou vyrobeny ze skla, propojeny jsou pak gumovymi hadicemi.
Pro laboratorni testy byly vytvotfeny celkem ctyfi dvojice kolon, tedy Ctyfi systémy, kazdy
obsahujici jiny mikroorganismus v aerobni koloné. Referen¢ni dvojice kolon obsahuje
mikroorganismy  z pivodniho  tfikolonového  systému LITHIM, tedy bakterie
T. denitrificans imobilizované na elementarni sife o vhodné frakci (3,15 — 4,0 mm) v koloné
prvni, vytvafejici vhodné anaerobni podminky pro bakterie D. hydrogenophilus

imobilizované na zeolitu v koloné& druhé.

Zbylé tii systémy obsahuji Vv prvni kolon¢ vytipované aerobni mikroorganismy
(Micrococcus luteus, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis) imobilizované na
vybranych akvaristickych nosi¢ich, vytvafejici vhodné anaerobni podminky pro bakterie

D. hydrogenophilus imobilizované na zeolitu v koloné druhé.

Obr. 7 — Zjednoduseny dvoustupiiovy systém LITHIM

1 - privod Zivin, 2 - vypust’, 3 - aerobni kolona, 4 - porézni pirepazka,
5 - odvod metabolitii, 6 - anaerobni kolona, 7 - odvod sulfidi
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4 Pouzité mikroorganismy

Tato prace se zabyva predevsim biologickym ¢isténim odpadnich vod. U téchto procest
je zapotiebi kli¢ového prvku, kterym jsou mikroorganismy, v tomto piipad¢ bakterie.
Diky jejich metabolické c¢innosti dochdzi az ke koneénému pieisténi technologicky
zneCisténé vody. Po prostudovéani dostupné literatury byly vybrany celkem tii aerobni
mikroorganismy [38]. Celkem je tedy vyuzito pét druhd bakterii, dvou anaerobnich
(T. denitrificans, D. hydrogenophilus) a tii acrobnich (M. luteus, B. subtilis, P. fluorescens).

4.1 Metabolismus mikroorganismu

Pod pojmem metabolismus mikroorganismi se skryva celd fada procesi
a biochemickych reakci, kterymi si dany organismus ziskdva energii a Zziviny potiebné
k Zivotu a reprodukci. Pokud budeme mluvit pouze o bakteriich, uz jenom tato skupina
organismil vyuzivd nejriznéj$i metabolick¢é pochody a diky tomu je muzeme rozdélit

do mnoha kategorii dle urcitych kritérii.

Jednim z nejzakladnéjsich rozdéleni organismi je dle zpusobu, jakym si jsou schopny
obstarat uhlik pro tolik potfebnou syntézu bunééné hmoty. Heterotrofni organismy vyuzivaji
jako zdroj uhliku organické substraty, v drtivé vétsing spolu s kyslikem. Cast organickych
latek oxiduji s vyuzitim kysliku na zplodiny s nizkym obsahem energie (CO,, H,0)
a ziskanou energii vyuzivaji k zaji$téni Zivotnich déji, napt. k syntéze novych slozek svého
téla. Autotrofni organismy na rozdil od heterotrofnich ptfijimaji ze svého okoli jako zdroj
uhliku CO; a energii ziskavaji bud’ oxidaci anorganickych latek (chemolitotrofni bakterie),
nebo ve form¢ svételné energie (fototrofni bakterie a zelené rostliny, tzv. fotoautotrofni

organismy) [39, 40].
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Heterotrofni organismy mtzeme dale rozdé¢lit na dalsi kategorie vzhledem k tomu, jaké

maji naroky na kyslik. Prvnim logickym rozdélenim jsou tedy aerobni organismy, které

vyzaduji kyslik ke svému zivotu a anaerobni organismy, pro které je piitomny kyslik toxicky

[41, 42, 43]. Toto rozdéleni ovS§em neni tak jednoduché jak se zda, presnéjsi specifikaci uvadi

tabulka ¢. 1.

Tab. 1 — Rozdéleni mikroorganismii podle naroku na kyslik

Aerobni organismy

Anaerobni organismy

) ) Obligatné ptitomnost kysliku je
Obligatné aerobni | vyzaduji k zivotu kyslik ‘
anaerobni pro né toxicka
vyuzivaji kyslik, pokud ‘
‘ o nevyuzivaji kyslik,
Fakultativné je pfitomen, maji i Aerotolerantni o
ale nejsou jeho
anaerobni anaerobni zpusob tvorby anaeroby
) pfitomnosti ohrozeny
energie
vyzaduji nizkou
Mikroaerofilni

koncentraci kysliku

Autotrofni organismy Vyuzivaji jako zdroj uhliku oxid uhli¢ity. Autotrofy, které maji

nejveétsi vyznam, jsou tzv. nitrifikacni a siran redukujici bakterie [44, 45].

Nitrifika¢ni bakterie se ucastni nasledujicich reakei, které popisuji rovnice €. 2 a 3.

NH; +0, - NO; +energie

NO, + 0, = NO; + energie

()
3)

Siran redukujici bakterie se ucastni reakci, které popisuje rovnice €. 4.

4H,+50"+H" > HS +4H,0
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AV neposledni fadé¢ 1ze mikroorganismy rozdélit dle toho, jaky metabolismus vyuzivaji,
zda aerobni ¢i anaerobni. Pfi aerobnich podminkéch jsou rozpustné organické slouceniny

oxidovany na kone¢né produkty oxid uhli¢ity a vodu [46] dle rovnice ¢. 5.

()

Organicky substrat + 0, - C0, + H,0 + energie

Pti anaerobnich podminkéch se rozpustné organické latky rozkladaji na meziprodukty,
jako jsou organické kyseliny ¢i alkoholy, spole¢né s produkci oxidu uhli¢it¢ého a vody.
Tento d¢€j popisuje rovnice ¢. 6. Mnoho meziproduktii, jako je kyselina maselnd, merkaptany

a sulfan, maji typicky zapach.

Organicky substrat — meziprodukty + CO, + H,0 + energie (6)

Pii anaerobnich podminkdch se muze vytvorit pfebytek organickych kyselin,
a pH roztoku Kklesne natolik, ze dojde k vytvofeni fermentacniho procesu. Existuji-li vSak
vhodné podminky, muize dojit k zabranéni tvorby piebytecné kyselosti pii vyrobé
meziprodukti organickych kyselin tak, Zze populace methanogennich bakterii vyuZije
vznikajici organické kyseliny jako substrat a pfeméni jej na methan a oxid uhlic¢ity dle

rovnice ¢. 7.

Organické kyseliny — CH, + C0O, + energie (7

4.2 Siran redukujici bakterie

Siran redukujici bakterie (SRB) je skupina ubikvitarnich anaerobnich
mikroorganismil. Radime zde Gram negativni i pozitivni bakterie ¢i archea. Vsechny tyto
mikroorganismy maji jedno spole¢né, vyuZivaji siran jakoZto terminalniho akceptoru
elektronu, napf. kdegradaci organickych sloucenin. Tyto mikroorganismy maji
neodmyslitelnou ulohu v udrZzovani nejriznéjSich mikroprostfedi, proto je mizeme nalézt

Vv pidach, moiské vodé, horkych pramenech, ale i odpadnich vodach a kalech [47].

Siran redukujici bakterie vyuzivaji tzv. elektron-akceptorového metabolismu a maji
tak zasadni roli v kolobéhu siry. VyuZivaji siran jako termindlni elektronovy akceptor pii
degradaci organickych sloucenin, coz vede k produkci sulfanu. Nésledn€ mtze byt vznikly
sulfid oxidovan aerobné nebo i anaerobné na elementarni siru ¢i zpét na siran [48]. Veskeré

transformace jsou uvedeny na obrazku ¢. 8.
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Organicka sira

Asimilace / (prot ein) \ Rozklad

Rostliny Houby
Bakterie Bakterie
Redukce

Anaerobni respirace

-y

Litotrofni bakterie
Fotosyntetizujici bakterie

=

Obr. 8 — Transformace siry [49]

Tuto skupinu mikroorganismii mizeme z metabolického hlediska rozdé€lit na dvé

skupiny: SRB s neuplnou oxidaci substratu a SRB s Giplnou oxidaci substratu.

SRB snetplnou oxidaci substritu nemaji mechanismus umoznujici oxidaci
acetyl-CoA, ktery je nasledné vyluCovan jako kys. octova. Jako skupina rostou znacné
rychleji nez SRB s tplnou oxidaci substratu, za optimalnich podminek mohou nékteré druhy

Desulfovibrio rust jiz za 3-4 hodiny.

SRB s uplnou oxidaci substratu jsou schopny rozkladat i takové substraty jako jsou
sukcinat, fumarat ¢i malat az na kone¢ny produkt, kterym je oxid uhli¢ity. Rist této skupiny
mikroorganismil je znacn¢ pomalejsi, generac¢ni doba €ini 20 hod 1 vice. Zastupci této skupiny

jsou napt. Desulfococcus, Desulfobacter, Desulfomonas [17].
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4.2.1 Desulfobacter hydrogenophilus

Desulfobacter hydrogenophilus patii do skupiny striktné¢ anaerobnich SRB. Jednotlivé
buiikky muizeme morfologicky klasifikovat jako protdhlé ovalné tyCinky velké 1-3 pum,
které jsou nepohyblivé, nesporulujici a Gram negativni. Od vétSiny zéstupct skupiny SRB
se li$i svymi naroky na teplotu. Plivodné je tato bakterie mezofilni, optimalni teplota pro rist
¢ini 30 °C, avsak dokaze rust, a¢ znaéné zpomalené, i pifi teplotach 0 °C.
Tento bakteridlni kmen byl poprvé izolovan vroce 1987 némeckym mikrobiologem
Friedrichem Widdelem [50].

Z biochemického hlediska se fadi do skupiny SRB s Gplnou oxidaci substratu, tudiz
je schopen rozlozit organické substraty az na oxid uhli¢ity. Jeho kli¢ovou roli
je biomineralizace anaerobnich motskych mikroprostiedi, jelikoz je schopen redukovat sirany
az na sulfidy a vyznamné se tak podili na kolobéhu siry. D. hydrogenophilus je jediny
popsany zastupce rodu Desulfobacter, ktery je schopen rist chemolithoautotrofné.
Za vyuziti vodiku jakozto darce elektront a oxidu uhli¢itého jako zdroje uhliku je schopen
redukovat sirany na sulfidy. RovnéZz ale muze vystupovat jako fakultativni lithoautotrof
S vyuzitim substratli jako jsou acetat, pyruvat, ethanol, které zde vystupuji zaroven jako darci

elektronti i zdroje uhliku [51, 52].

" /

to \ﬂ\ 0
{I h‘l.
225550

Obr. 9 — Desulfobacter hydrogenophilus [48]
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4.3 Thiobacillus denitricifans

Thiobacillus denitrificans patii do skupiny siru oxidujicich bakterii (SOB).
Morfologicky mtizeme jednotlivé buiky klasifikovat jako kratké pohyblivé Gram negativni
ty¢inky. Od drtivé vétSiny ostatnich zastupci SOB se 1i$i svymi naroky na kyslik, jelikoZz
se jedna o fakultativné anaerobni bakterie. Podobné jako Desulfobacter hydrogenophilus
I T. denitrificans se fadi k obligatnim chemolitoautotrofiim [53]. Jako fakultativni anaerob
dokaze vyuzivat dusi¢nany namisto kysliku jako elektronovy akceptor. Energii pro rist
ziskava oxidaci redukovanych forem anorganickych sirnych sloucenin, ale rovnéz je schopen
i fixace oxidu uhli¢itého skrze Calviniv cyklus ¢i dokonce redukce dusi¢nanu
a dusitani [54]. Diky tomu tvofi T. denitrificans vyznamnou roli v propojeni kolob&hu siry
a dusiku. Nejcastéji se vyskytuje v pudé, motskych 1 sladkovodnich sedimentech,

Vv kanalizacich ¢i odpadnich vodach.

Obr. 10 — Thiobacillus denitrificans [55]

V této praci je T. denitrificans vyuzit pfedev$im za anoxickych podminek, jelikoz
je schopen v prvni kolon¢ vytvaret idealni podminky a substrat pro D. hydrogenophilus
v koloné¢ druhé. Nejen, Ze biologicky redukuje dusi¢nany na dusik, ktery je pro vznik
anaerobnich podminek téméf nepostradatelny, ale rovnéZ dokédze z elementarni siry, na které
je imobilizovan, uvoliovat sirany. Ty v druhé kolon¢ slouZi jako nepostradatelny substrat pro

naslednou biotransformaci siranti na sulfidy.

34



Dusi¢nany ve vodach jsou obecné povazovany za kontaminanty a mohou ohrozit zdravi
jedince, stejné tak jako mohou zapficinit snizeni kvality vody. Vysoka koncentrace dusi¢nanu
V pitné vodé miize zpusobit methemoglobinémii i jiné zdravotni komplikace [56]. Elegantni
metodou, jak odstranit dusicnany muze byt pravé biologicka transformace skrze bakteridlni

metabolismus, kterou popisuje rovnice €. 8.

NO; — NO; - NO — N,0 — N, (8)

Takovato metoda je vyhodna piredevSim vtom, Ze vysledkem biotransformace
je nesSkodny dusik v plynném skupenstvi. Mnohé druhy bakterii jsou schopny denitrifikace,
V podstaté je muzeme rozdélit na dvé skupiny na zakladé druhu substratu vystupujiciho v roli

elektronového donoru.

Prvni skupinu tvoti denitrifikacni bakterie, které vyuzivaji organicky substrat. Takovy
pochod se nazyva heterotrofni denitrifikace (Bacillus, Pseudomonas) [57]. Druhou skupinu
tvofi denitrifikaéni bakterie, které vyuzivaji jednoduché anorganické slouceniny. Tento
pochod se pak nazyva autotrofni denitrifikace a jednim ze zastupct této skupiny je pravé
T. denitrificans [58].

Tento bakteridlni kmen byl vyuzit ptedevSim proto, jelikoz ziskdva energii k rlstu
oxidaci elementarni siry (nosice), pfi¢emz se uvoliiuji elektrony. Pfi anoxickych podminkach
jsou dusitany a dusi¢nany redukovany pravé témito uvolnénymi elektrony. Cely proces mize
byt navic katalyzovan bakterialnimi enzymy. Ziskana energie je vyuzita k utilizaci oxidu
uhli¢itého jakozto zdroje uhliku [59].

vvvvvv

je druh substratu (elektronového donoru) a hodnota pH. Odstraiiovani dusi¢nani autotrofni
denitrifikaci je spojeno s produkci vodikovych ionti, které vedou ke snizeni celkového

pH [60]. Cely proces s vyuzitim elementarni siry popisuje nasledujici rovnice €. 9.
55+6N0; +2H,0 5550 +3N,+4H" (9)
Uprava pH je tedy nezbytna. A to tak, aby bylo celkové pH udrzovano nad hodnotou
5,5 pro ideélni bakterialni aktivitu. Navic se bézné piidava i kamenny véapenec, ktery udrzuje

stabilni pH po celou dobu denitrifikace. Optimalni pomér elementarni siry a vapence byl

piiblizné 1:3.
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4.4 Micrococcus luteus

Micrococcus luteus je Gram pozitivni bakterie, ktera tvotfi kokovité bunky o velikosti
0,5 — 3,5 um. Jednotlivé builkky nejsou pohyblivé, Casto se vyskytuji v tetradach. Jedna
se o striktné¢ aerobni bakterie s respiratnim metabolismem, které jsou katalasa i oxidasa
pozitivni. MuZzeme jej nalézt primarné na pokozce savcid, sekundarné se vyskytuje jako
saprofyt v piadé, prachu, vod¢ i vzduchu. Je soucasti ptirozené flory. Na agarovych plotnach
(MPA) vytvati svétle Zluté kolonie. Riistové optimum se udava od 25 — 37 °C [61, 62].

Acc V  Spot Magn Det WD Exp }——— 1pm
25.0kV 3.0 22824x SE 57 0 jhe

Obr. 11 — Micrococcus luteus [63]

M. luteus je obecné povazovan za nepatogenni mikroorganismus, ovSem dokaze
vyvolat infekce u jedinci s oslabenym imunitnim systémem (napt. HIV) [64]. JelikoZ se jedna
o striktn¢ aerobni bakterii, oxiduje organicky substrat az na oxid uhli¢ity a vodu, pfi¢emz
neprodukuje kyselé produkty z cukrii (glukosy), ¢imz se 1i8i od vétSiny dalSich zastupct rodu
Micrococcus. Dobte roste i v prostiedi s nizkou koncentraci vody ¢i vysokou koncentraci soli,
je vSak nutno podotknout, Ze netvoii spdry. Navic je schopen vyuzivat jako substrat i velmi
toxické organické molekuly ¢i kovy a proto mize byt vyuzit v degradaci kovu jako je napf.
zinek, olovo ¢i nikl. V této praci byl M. luteus zvolen predev§im pro svou nendrocnou

kultivaci a efektivni respiracni metabolismus [65].
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4.5 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je Gram pozitivni sporulujici katalasa pozitivni bakterie, morfologicky
muzeme jednotlivé bunky klasifikovat jako kratké tyCinky o velikosti 4 — 10 pm, které velmi
Casto tvoii kratké fetizky [66]. Diky tvorbé endospér je tato bakterie schopna prezit
i extrémni podminky, pfedev§im razantni zmény teplot a sucho. Tato bakterie patii do
skupiny obligatnich aerobnich bakterii, existuji zminky o tom, ze miize fungovat také jako
fakultativné anaerobni bakterie. Jednd se o nepatogenni mikroorganismus, ktery muizeme
nalézt pfirozené v zazivacim traktu prezvykavci i lidi, dale v ptid¢ a to pfedevS§im ve formeé
endospor, ve vode ¢i rozlozenych zbytcich rostlin. Na agarovych plotnach (MPA) vytvaii

suché drsné kolonie, ristové optimum se udava v rozmezi 30 — 37 °C [67, 68].

Obr. 12 — Bacillus subtilis [69]

Tato bakterie je povazovana za jednu z nejvice prozkoumanych, proto slouzi jako tzv.
modelovy organismus pro laboratorni studie. Diky dobré odezvé na genetickou manipulaci
je hojné vyuZivan v molekularni biologii, pfedev§im pro tvorbu rekombinantnich
proteini [70, 71]. Jak jiz bylo zminéno, tato bakteric je nepatogenni, avSak miZe
kontaminovat potraviny, ve velmi vzacnych pifipadech miize dojit k alimentarni otravé.
B. subtilis je totiz vyuzivan jako biologicky fungicid. Muze se rovnéz aplikovat na semena
rostlin jako fungicid. Princip spo¢iva v kompetici bunék B. subtilis, které kolonizuji kofenovy
systétm rostliny a houbovymi organismy, které ve vysledku zpiisobuji choroby. Diky
rychlému a zna¢nému rustu tak B. subtilis neponecha houbovym organismim (plisnim)

dostatek zivin, coz vede k jejich thynu [72, 73].
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4.6 Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens je Gram negativni bakterie, Katalasa i oxidasa pozitivni,
morfologicky mizeme jednotlivé buniky klasifikovat jako kratké rovné nebo nepatrné zahnuté
ty¢inky o velikosti 2 — 5 um [74, 75]. Jednotlivé tyCinky maji nékolik biciku,
coz umoziuje pohyb. M4 velice pfizplisobivy metabolismus, proto byva Casto nevitanou
kontaminaci. Tato bakterie patii do skupiny obligatnich aerobnich bakterii, avSak nckteré
kmeny jsou schopny vyuzivat dusi¢nany misto kysliku jako konec¢ny akceptor elektronu
béhem bunécného dychani [76]. P. fluorescens je povazovana za nepatogenni bakterii, ktera
se bézné vyskytuje v ptdé, vodach ¢i zkazenych potravinach. Na agarovych plotnach (MPA)

vytvaii lesklé hladké zelenozluté pigmentované kolonie, ristové optimum je 25 — 30 °C [77].

&

Obr. 13 — Pseudomonas fluorescens [78]

Kolonie maji svou charakteristickou barvu diky pigmentu pyoverdinu. Pravé tento
pigment dodava P. fluorescens dalsi specifickou vlastnost a tim je fluorescence pod
UV zatenim [79]. Extrémn¢ vSestranné metabolické schopnosti P. fluorescens umoziuji této
bakterii ptetrvavat v Sirokém spektru prostiedi mimo sav¢iho hostitele vcetné rhizosféry,

povrcht rostlin, nesterilnich 1é¢iv, sprchovych hlav a dokonce i vnitinich sténovych ploch
[80].
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5 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat literarni reSerSi zaméfenou na vytipovani
vhodnych mikroorganismu, které by mohly nahradit v souéasnosti pouzivané bakterie
Thiobacillus  denitrificans v prvnim stupni  kolonového systému LITHIM. Cilem
experimentalni ¢asti bylo provést laboratorni testy s vybranymi mikroorganismy
(Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens) na zjednoduseném
kolonovém  syst¢tmu  LITHIM,  ziskané  vysledky  experimentd  vyhodnotit
a kriticky zhodnotit.
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EXERIMENTALNI CAST
6 Material

6.1 Pouzité mikroorganismy

Pro optimalizaci prvniho stupné kolonového systému LITHIM byl pouzit referencni
kmen Thiobacillus denitrificans DSM 12475 z némecké sbirky mikroorganismi DSMZ.
Stejn¢ tak byl pouzit i referencni kmen druhého stupné kolonového systému LITHIM,

Desulfobacter hydrogenophilus DSM 3380 rovnéz z némecké sbirky mikroorganismi DSMZ.

Jednotlivé testy byly provadény na bakteriich Pseudomonas fluorescens CCM 2115,
Micrococcus luteus CCM 735, Bacillus subtilis CCM 2216, vSechny tyto mikroorganismy
byly potizeny z Ceské sbirky mikroorganismii, Brno. Viechny vyse zminéné kmeny byly pro

dlouhodobé uchovavani ulozeny v kryozkumavkach v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.
6.2 Pomiicky

Laboratorni sklo — kadinky, odmérné valce, odmérné baiky, Erlenmayerovy banky
riznych objemd, nélevky, stficky, pinzety, gumové zatky, plastové misky, 1Zicky, sklenéné
i plastové zkumavky (50, 15 ml), kahan, mikropipety, $pi¢ky, jednorazové ockovaci klicky,

Petriho misky, kryci a podlozni skli¢ka, gumové hadice, kolony.
6.3 Chemikalie a reagencie

Seznam vSech pouzitych chemikalii je uveden v tabulce €. 2.
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Tab. 2 — Seznam pouZitych chemikalii

Nazeyv, Cistota Vzorec Vyrobce
Agarovy prasek HiMedia
Destilovana voda H0O UPa

Dihydrogenfosforec¢nan draselny, p.a. KH,PO, Lach-Ner

Dusi¢nan draselny, p.a. KNO, Lach-Ner

Dusi¢nan sodny, p.a. NaNO; Lach-Ner
Etanol denaturovany C,HsOH Penta

Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, p.a. Na,HPO,-12H,0 Lach-Ner
Hydrogenuhlicitan sodny, p.a. NaHCO; Penta
Chlorid amonny, p.a. NH,CI Penta

Chlorid draselny, p.a. KCI Lach-Ner

Chlorid hofe¢naty hexahydrat, p.a. MgCl,-6H,0 Lach-Ner

Chlorid sodny, p.a. NaCl Lach-Ner

Chlorid vapenaty hexahydrat, p.a. CaCl,-6H,0 Lach-Ner
Chlorid zelezity FeCl; Penta
Krystalova violet Cu5H3oN5Cl Merck

Kvasnicovy extrakt HiMedia
Lugoltuv roztok Kl; Merck

Masovy extrakt HiMedia
Odbarvovaci roztok Merck

Pepton bakteriologicky HiMedia
Safranin CigH12Ny Merck

Siran amonny, p.a. (NH,),SO,4 Lach-Ner

Siran hotecnaty heptahydrat, p.a MgSO,-7H,0 Lachema
Siran manganaty monohydrat, p.a. MnSQO,-H,0 Penta

Siran sodny, p.a. Na,SO, Lach-Ner

Siran zeleznaty heptahydrat, p.a. FeSQO,-7H,0 Lach-Ner

Thioglykolat sodny 96% C,H;0,NaS HiMedia

Thiosiran sodny, p.a. Na,S,0; Lachema
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6.4 Pristroje

Seznam vSech pouzitych chemikalii je uveden v tabulce ¢. 3.

Tab. 3 — Seznam pouZitych p¥Fistroji

Nazev Vyrobce
Analytické vahy Kern ABJ
Autoklav System VX-40
Digitalni jednokanalovy multimetr HQ30D Hach
Horkovzdus$ny sterilizator Memmert

Chladnic¢ka s mrazakem

Electrolux, Gorenje

INTELLICAL Standardni gelova pH

elektroda Hach
INTELLICAL standardni plnitelna ORP

elektroda Hach

INTELLICAL Standardni sonda LDO Hach
Mikroskop Nikon Eclipse 80i s dig. kamerou DSFI-1
Ptredvazky Kern 440-49N
Termostat Memmert
Trepacka Heidolph Rotamax 120

Zaznamnik rastu bunék RTS-1C BioSan
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7/ Kultiva¢ni média a roztoky

7.1.1 Masopeptonovy agar, Masopeptonovy bujon

Rozdil mezi masopeptonovym agarem (MPA) a masopeptonovym bujonem (MPB)
je pouze v piitomnosti agarového prasku, proto je tabulka ¢. 4 uvedena pro oba druhy médii.
Dle slozeni uvedeného v tabulce ¢. 4 bylo navazeno celkem 20 g piipravku, v pfipadé MPA
40 g. To vSe bylo pfevedeno do 1 litru destilované vody. Nasledné bylo pH vysledného
roztoku upraveno na hodnotu 7,2 + 0,2. Vysledny roztok byl sterilizovan v autoklavu pfi
121 °C po dobu 15 minut. V piipadé MPA bylo cerstvé piipravené médium rozlito
do sterilnich plastovych Petriho misek o tlouStce vrstvy pohybujici se mezi 3 - 5 mm.
V piipad¢ MPB bylo médium ponechano v zasobni lahvi. Takto piipravené pidy byly

uchovavany v chladnicce pfi teploté 5 °C.

Tab. 4 — SloZeni masopeptonového bujonu a agaru

SloZeni g/l
Masovy extrakt 10,0
Pepton bakteriologicky 5,0
Chlorid sodny 5,0
Agar (pouze u MPA) 20,0

Koneéné pH (pii 25 °C 7,2 £ 0,2)

7.1.2 S8 médium

Dle sloZeni uvedeného v tabulce €. 5 bylo navazeno celkem 28,77 g ptipravku. To vse
bylo pievedeno do 1 litru destilované vody. Vysledny roztok byl sterilizovan v autoklavu pfi
121 °C po dobu 15 minut. Takto piipravené médium bylo ponechdno v zasobni lahvi

a uchovavano v chladnicce pfi teploté 5 °C.
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Tab. 5 — SloZeni S8 média

SloZeni g/l
Na;HPO,4-12H,0 1,2
KH,PO4 11,8
MgSO,-7H,0 0,1
(NH4)2S04 0,1
CaCl,-6H,0 0,03
FeCls; 0,02
MnSO,4-H,0 0,02
Na,S,03 10
NaHCO3; 0,5
KNO; 5

7.1.3 Modifikované Van Houten médium

Dle slozeni uvedeného v tabulce ¢. 6 bylo navazeno celkem 9,26 g ptipravku. Nasledné
bylo pfidano 5 ml zasobniho roztoku thioglykolatu sodného a 100 ml zasobniho roztoku soli.
Slozeni zasobniho roztoku soli je uvedeno v tabulce ¢. 7, postup piipravy roztoku je totozny
s pfipravou média. To vSe bylo pfevedeno do 1 litru destilované vody. Vysledny roztok byl

sterilizovan Vv autoklavu pifi 121 °C po dobu 15 minut. Takto pfipravené médium bylo

ponechano v zasobni lahvi a uchovavano v chladnicce pfi teploté 5 °C.
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Tab. 6 — SloZeni modifikovaného Van Houten média

SloZeni g/l
Pepton bakteriologicky 0,216
Kvasni¢ny extrakt 0,204

Roztok thioglykolatu sodného

5 ml (zas. roztok 3,5 g/350 ml dest. H,0)

NaySO4 4,953
KH,PO4 0,409
NH,CI 0,297
MgCl,-6H,0 0,091
CaCl,-6H,0 0,178
Na;HPO,-12H,0 1,32
KCI 0,385
NaHCOs 1,209
Zasobni roztok soli 100 ml/i
Tab. 7 — SloZeni zasobniho roztoku soli
SloZeni g/l
NH,CI 3,5
KH,PO4 0,6
FeSO,4-7H,0 10
MgCl,-6H,0 18,35
CaCl,-6H,0 10
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7.1.4 Fyziologicky roztok

Byl pfipraven 1 litr fyziologického roztoku. Do 1 litru destilované vody bylo pfidano
9 g NaCl. Roztok byl nasledné sterilizovan v autoklavu pi1 121 °C po dobu 15 minut

a uchovavan v chladnicce pii teploté 5 °C.

7.1.5 Zivny roztok pro M. luteus, B. subtilis, P. fluorescens

Byl pripraven 1 litr zivného roztoku pro M. luteus, B. subtilis,
P. fluorescens. Zivn}’/ roztok se skladal z 0,6 litru MPB a 0,4 litru kohoutkové vody, ktera

byla sterilizovana v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

7.1.6 Zivny roztok pro T. denitrificans

Byl piipravenl litr Zivného roztoku pro T. denitrificans. Zivy roztok obsahoval NaNO;
0 koncentraci 50 mg/l NO3". Bylo navazeno 0,0685 g NaNOs, ktery byl rozpustén v 1 litru

kohoutkové vody, ktera byla sterilizovana v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut.
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8 Pracovni postup

8.1 Priprava aerobni bakterialni kultury

Bakteridlni kultura byla pfipravena ozivenim dlouhodobé skladované kultury
ptislusného aerobniho mikroorganismu (M. luteus, B. subtilis, P. fluorescens) uschovaného
v kryozkumavkach. Nésledné byla inkubovana 24 — 48 hod pii 30 °C, poté byla pieockovana
na nové médium (MPA, MPB) a opét inkubovana 24 — 48 hod pii 30 °C. Takto pfipravené
kultury na MPA byly ulozeny do chladnicky, kde byly pii teploté 5 °C uchovany pro dalsi

manipulaci.
8.2 Priprava anaerobni bakterialni kultury

Bakterialni kultura byla pfipravena ozivenim dlouhodobé skladované kultury
piislusného anaerobniho mikroorganismu (T. denitrificans, D. hydrogenophilus) uschovaného
v kryozkumavkach, cely proces musel byt proveden v anaerobnim boxu za inertni atmosféry
vytvofené piisunem inertntho Nj. Do zvoleného objemu média (S8, Van Houten) bylo
pipetovano 100 — 250 ul bakterialni kultury voleno dle velikosti objemu média. Nasledn¢ byly
nadoby hermeticky uzavieny a inkubovany po dobu 7 — 10 dni pii 30 °C. Takto pfipravené
kultury byly ulozeny do chladnicky, kde byly pfi teploté 5 °C uchovany pro dalsi manipulaci.

Obr. 14 — Anaerobni box
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8.3 Barveni dle Grama

Na podloZznim sklicku byla v kapce fyziologického roztoku rozetfena bakteridlni
kultura. Po zaschnuti byla provedena fixace plamenem. Nasledné bylo provedeno barveni
krystalovou violeti po dobu 60 s. Barvivo bylo slito a preparat byl pfekryt Lugolovym
roztokem po dobu 15 s a oplachnut destilovanou vodou po dobu 5 s. Poté byl pouzit
dekolorizujici roztok 15 s. Preparat byl dobarven safraninem po dobu 1 minuty a oplachnut
destilovanou vodou podobu 5 s. Takto pfipraveny preparat byl pozorovan pomoci
mikroskopu Nikon Eclipse 80i v rezimu fazového kontrastu pii celkovém zvétSeni

1000x s imerzi.

Obr. 15 — Micrococcus luteus obarven dle Grama

8.4 Méreni rustové krivky

Do sterilni zkumavky bylo aplikovano 30 ml vytemperovaného sterilniho MPB. Takto
pripravena zkumavka byla vloZena do zdznamniku ristu bun¢k a prométena jako tzv. slepy
vzorek. Nasledné bylo do proméfeného média rozetfeno malé mnozstvi bakteridlni kultury
daného mikroorganismu, ktery byl kultivovan 24 hod pfed samotnym méfenim. Zkumavka
s inokulovanym médiem byla umisténa zpét do zdznamniku rtstu bun¢k, kde byla méfena
opticka denzita vzorku (OD) po dobu 48 hodin pii dané teploté. Vysledné hodnoty byly
graficky vyhodnoceny.
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Obr. 16 — Zaznamnik ristu bunék RTS-1C [81]

8.5 Kultivace bakterialniho biofilmu

Ke kultivaci bakterialniho biofilmu bylo vybrano celkem 6 nosi¢l. Prvnim nosi¢em
byla drcené sira o frakci (4,0 — 3,15 mm) ziskana ve vyrobné kyseliny sirové v Synthesii
Pardubice. Dal§im nosi¢em byl zeolit o frakci (1 — 5 mm), plastové krouzky pro vypln kolon,
vapenec o frakci (1 — 5 mm) a zvolené akvaristické nosic¢e firmy EHEIM, piesnéji nosice

Biomech a Substrat Pro.

Drcena sira a plastové krouzky byly nejprve nékolika nasobné proplachnuty
destilovanou vodou pro odloufeni mechanickych necistot, nasledné byly sterilizovany
V horkovzdusném sterilizatoru pii teplot¢ 80 °C po dobu 48 hod. Zbylé nosice
(zeolit, vapenec, Biomech a Substrat Pro) byly rovnéZz né€kolik nasobné& proplachnuty
destilovanou vodou pro odlouc¢eni mechanickych necistot a nasledné byly sterilizovany

V horkovzdusném sterilizatoru pfi teploté 145 °C po dobu 48 hod.

Do 250 ml Erlenmayerovych ban¢k bylo pfevedeno 150 ml vytemperovaného MPB.
Do takto pfipraveného média bylo rozetfeno velké mnoZstvi bakteridlni kultury daného
mikroorganismu. Do inokula pak byly asepticky pifevedeny piedem sterilizované nosice, hrdla
ban¢k byly ptekryty sterilnim alobalem. Takto pfipravené banky s inokuly a nosic¢i byly
umistény do tfepacky, kde byl kultivovan biofilm po dobu 14 dni pii frekvenci
100 otacek/min. Kazdy den bylo odebrano 100 ml starého média, které bylo nahrazeno

100 ml ¢erstvého média.
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V ptipad¢ kultivace biofilmu T. denitrificans byl vyuzit rozdilny postup. Do sterilni
kolony byla asepticky ptfevedena drcend sira, kterd byla zalita vytemperovanym S8 médiem
a nasledné byla aplikovana bakterialni suspenze. Po uplynuti 14 dni byl proveden prikaz

biofilmu na jednotlivych nosi¢ich.
8.6 Prikaz bakterialniho biofilmu

K pritkazu bakteridlniho biofilmu na nosi¢ich bylo vyuzito komeréniho ptipravku
Biofinder. Tento pfipravek je uréen ke kontrole hygieny v potravinaiském primyslu. Jedna
se o gelovity roztok, ktery je nanesen na testovany povrch. S nejvétsi pravdépodobnosti
funguje tento roztok na principu katalasového testu, ktery vyuziva pfitomnosti enzymu
katalasy. Bakterialni buiiky jsou pielity roztokem H,O,, pokud je v bakterialnich bunkach
pfitomen tento enzym, dojde K rozkladu peroxidu vodiku na vodu a kyslik, coz se projevi
vznikem bublinek (O,). Princip ptipravku Biofinder je totozny, pozitivni nalez se projevuje

pénénim, zatimco pfi negativnim nalezu nedochazi ke zméné aplikovaného roztoku [82].

Prikaz biofilmu byl proveden nasledovné, z Erlenmayerovych ban€k byl sterilni
pinzetou odebran vzorek nosice. Nosi¢ byl oplachnut silnym proudem sterilni destilované
vody pro odplaveni planktonickych bunék. Oplachnuty nosi¢ byl umistén na sterilni Petriho
misku, kde byl aplikovan piipravek Biofinder. Piipravek se nechal pisobit po dobu 5 minut,

poté byly vizualn¢ odecteny vysledky prukazu biofilmu.

Obr. 17 — Pozitivni priikkaz biofilmu Bacillus subtilis

50



8.7 Konstrukce zjednoduseného kolonového systému LITHIM

Kolonovy systém se skladal ze specialné vyrobené sklenéné kolony, sklenénych
kohoutt, pfivodnich a odvodnich hadic stlackami a zasobniho barelu s médiem. Veskeré
sklenéné soucastky, kromé¢ samotnych tél kolon, byly sterilizovany V horkovzduSném
sterilizatoru pii teploté 145 °C po dobu 48 hod. Zasobni barel i hadice byly né€kolikanasobné
proplachnuty denaturovanym lihem. Samotné kolony byly néckolikrdt proplachnuty
denaturovanym lihem a poté jesté vysviceny baktericidni UV lampou. Zasobni barely byly
propojeny s kolonou gumovou hadici, stejné¢ tak byl zajistén i odvod z kolony do sbérného
barelu. Z divodu $patného riastu D. hydrogenophilus byl dvoustuptiovy kolonovy systém,
ktery je popsan v kapitole 3.1 upraven. Veskeré méteni probihalo pouze v jednostupnovém

systému, jehoz konstrukei popisuje obr. €. 18.

[ ]
(=%

Obr. 18 — Zjednoduseny jednostupiiovy systém LITHIM

1 - ptived Zivin, 2 - vypust, 3 - aerobni kolona, 4 - porézni piepazka,
5 - pFivod vzduchu, 6 - odvod z kolony
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8.8 Meéreni pH

Z kolony bylo odpusténo 50 ml vzorku do 100 ml kadinky. Hodnota pH byla méfena
standardni gelovou pH elektrodou (argentochloridova elektroda s dvojitym solnym mustkem).
Elektroda byla pfed samotnym métenim oplachnuta destilovanou vodou a osusena bunic¢inou.
Poté byla elektroda piipojena k digitdlnimu multimetru HQ30D. Po vyzvani pfistroje byla
elektroda umisténa do kadinky se vzorkem a spusténo méfeni. Po ustaleni rovnovahy byla
odectena hodnota pH. Mé&feni hodnoty pH bylo provedeno celkem tiikrat, ze vSech tii hodnot

byla vypoc¢tena primérna hodnota.
8.9 Meéreni oxidacné-redukéniho potencialu

Z kolony bylo odpusténo 50 ml vzorku do 100 ml kadinky. Hodnota ORP byla métena
standardni plnitelnou ORP elektrodou (argentochloridova elektroda s keramickym solnym
mustkem). Elektroda byla pfed samotnym méfenim opladchnuta destilovanou vodou a osusSena
buni¢inou. Poté byla elektroda pfipojena k digitdlnimu multimetru HQ30D. Po vyzvani
pristroje byla elektroda umisténa do kadinky se vzorkem a spusténo méfeni. Po ustaleni
rovnovahy byla ode¢tena hodnota ORP. Mé&feni hodnoty ORP bylo provedeno celkem tiikrat,

ze vSech tfi hodnot byla vypoctena priimérna hodnota.
8.10 Méreni koncentrace rozpusténého kysliku

Z kolony bylo odpusténo 50 ml vzorku do 100 ml kadinky. Hodnota koncentrace
rozpusténého kysliku byla meéfena standardni elektrodou LDO (fungujici na principu
luminiscen¢niho zhaSeni). Elektroda byla pfed samotnym méfenim oplachnuta destilovanou
vodou a osuSena buni¢inou. Poté byla elektroda pfipojena k digitadlnimu multimetru HQ30D.
Po vyzvani pfistroje byla elektroda umisténa do kadinky se vzorkem a spusténo méteni.
Po ustaleni rovnovéhy byla odectena koncentrace rozpusténého kysliku. Méfeni hodnoty
koncentrace kysliku bylo provedeno celkem tfikrat, ze vSech tfi hodnot byla vypoctena

pramérna hodnota.
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8.11 Méreni teploty

Z kolony bylo odpusténo 50 ml vzorku do 100 ml kadinky. Teplota byla méfena
standardni elektrodou LDO, jelikoz tato elektroda ma ve své konstrukci zabudovany i teplotni
senzor s presnosti = 0,3 °C. Postup méfeni teploty byl stejny, jako méfeni koncentrace
rozpu$téného kysliku viz kapitola 8.10. Mé&feni teploty bylo provedeno celkem tiikrat,

ze vSech tfi hodnot byla vypoctena priimérna hodnota.
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Ruistové kiivky testovanych mikroorganismu

Prométeni jednotlivych ristovych kiivek probihalo v zdznamniku ristu bunék RTS-1C,
kde byla sledovana zavislost optické denzity (OD) v Case. Proméfeni probihalo pfi riznych

teplotach a trvalo celkem 48 hodin.

9.1.1 Rustova krivka Micrococcus luteus

oD

3,5 -

15 kultivace pfi 21 °C

0,5 - kultivace pfi 30 °C

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

0 25 5 7,5 10 12,5 15 17,5 20 22,5 25 27,5 30 32,5 35 37,5 40 42,5 45 47,5 50
t [hod]

Graf 1- Rustové kiivky pro Micrococcus luteus

Zgrafu ¢ 1 vyplyvd, Ze se naméfend optickd denzita vyrazné liSila S ménici
se teplotou. Kultivace pfi 21 °C neméla tak strmy pribéh a maximalni OD dosahuje hodnot 3.
Oproti tomu kultivace pti 30 °C, coz je optimalni teplota pro kultivaci M. luteus, dosahovala
hodnot OD témét dvojnasobnych. Obé kiivky mély klasicky pribéh, vyrazné rozdilné
hodnoty OD je mozno vysvétlit pfitomnosti zlutého pigmentu, kterym je M. luteus
charakteristicky. Pfi optimalnich teplotach dochéazi K tvorbé vétsiho mnozstvi pigmentu,
ktery zkresluje vysledné hodnoty OD. V obou piipadech 1ze zaznamenat exponencialni fazi az
do 30. hodiny méfeni, coz je vice nez dostacujici. Z vysledki tedy jasné vyplyva, Ze kultivace

M. luteus je mozna i pfi laboratorni teploté (21 °C) s optimalnim ristem do 24 hodin.
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9.1.2 Rustova krivka Bacillus subtilis
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Graf 2 - Ristové kiivky pro Bacillus subtilis

Z grafu €. 2 vyplyva, Ze namétend OD se s rostouci teplotou vyrazné nelisila, doslo vSak
ke zméné¢ prubcéhu ristové kiivky. Maximalni hodnoty OD nepiekrocily ani v jednom
z ptipadi hodnotu 1,4. Kultivace pti 30 °C, coz je optimalni teplota pro kultivaci B. subtilis,
m¢éla strmé&j§i exponencialni ¢ast se snizenim hodnot OD po dosazeni stacionarni faze. Pokles
OD je zpusoben odumiranim bun€k z divodu nedostatku Zzivin. B. subtilis patii ke
sporulujicim bakteriim, K tvorbé spor dochdzi za neptiznivych podminek, v tomto piipadé
za nedostatku zivin, tvorba spor tedy vysvétluje pozdé€jsi narist OD i po dosazeni stacionarni
faze [83]. Naproti tomu kultivace pii 21 °C méla klasicky prubéh s dlouhou fazi odumirani,
jelikoZ nedoSlo k tvorbé spor. To mulze byt zapfi¢inéno sniZenou teplotou kultivace
a pomalejsim metabolismem jednotlivych bunék. V obou piipadech Ize zaznamenat
exponencialni fazi az do 20. hodiny méfeni, coz je dostacujici. Z vysledkl jasné vyplyva,
ze srostouci teplotou se hodnoty OD vyrazné neliSily, kultivace pfi 21 °C méla klasicky
prubéh a neni doprovazena sporulaci, proto je mozné kultivovat B. subtilis pfi laboratorni

teploté s optimalnim riistem do 20 hodin.
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9.1.3 Rustova krivka Pseudomonas fluorescens
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Graf 3 - Ristové kiivky pro Pseudomonas fluorescens

P. fluorescens ma na rozdil od pfedeslych mikroorganismu rozmezi doporucenych
kultiva¢nich teplot 25 — 30 °C a jeji rast je velmi proménlivy prave v zavislosti na kultivacni
teploté, proto byla ristova kiivka prométena celkem tiikrat. Z grafu ¢. 3 vyplyva, Zze hodnoty
u kultivace pii 30 °C. Kultivace pii 30 °C meéla nestandardni pribéh, exponencialni faze
nastala jiz v prvni hodiné méteni a setrvala az do 41. hodiny méfeni, kde nastal rychly zlom
a nasledovala faze odumirani. Kultivace pii 25 °C méla velmi strmou exponencialni ¢ast,
dosaZeni staciondrni faze nastalo pii 20. hodiné¢ méteni. Posledni byla kultivace pii 21 °C,
k dosaZeni stacionarni faze nastalo az pfi 30. hodiné méfeni, coz neni optimalni. Z vysledki
vyplyva, Ze kultivace pti 21 °C méla klasicky prabéh ristové kiivky oproti ostatnim teplotam,
stejné¢ tak méla optimalni exponencialni c¢ast, proto je z mozno doporucit kultivaci

P. fluorescens pii laboratorni teploté s optimalnim riistem do 30. hodin.
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9.2 Vyhodnoceni priikazu bakterialniho biofilmu

Priikaz bakteridlniho biofimu byl proveden pomoci komeréné dostupného piipravku
Biofinder, ktery byl aplikovan na nosi¢ s nakultivovanym biofilmem. VSechny testované
mikroorganismy vytvaiely biofilm, ktery je velmi vyhodny nejen pro bakterie samotné,
ale také pro imobilizaci téchto bakterii na inertni nosi¢ [84, 85, 86]. Ptipravek se nechal
pusobit po dobu 5 minut, poté byly vizualné odecteny vysledky, které jsou shrnuty

v tabulce ¢. 8. Fotodokumentace provedenych experimentt je uvedena v ptiloze.

Tab. 8 — Vysledky hodnoceni priikazu bakterialniho biofilmu

Zeolit | Vapenec Plast Biomech | Substrat Pro
Kontrola (pouze nosice) - - - - -

Pseudomonas fluorescens - + - ++ ++
Microccocus luteus - + ++ +++ +H+
Bacillus subtilis - - - ++ ++

Pted samotnym provedenim jednotlivych experimentd byly otestovany samotné nosice,
jednotlivé sterilni nosi¢e byly umistény na sterilni Petriho misky, kde byl aplikovan pfipravek
Biofinder. Jak je ziejmé z tabulky €. 8, ani po 5 minutach nedoslo k zadné reakci, roztok
zustal beze zmény, neobjevily se zadné bublinky plynu, proto byla vyloucena falesna

pozitivita nosi¢l.

Nejvice pozitivni nosi¢e na prukaz biofilmu byly akvaristické nosi¢e Biomech
a Substrat Pro. Jedna se o porézni nosice, které svymi pory zajistuji idealni prostfedi pro
kolonizaci bakteriemi. Jejich vyhodou je velka aktivni plocha substratu (400 — 450 m?/l).
VSechny testované bakterie byly schopny kolonizovat tyto akvaristické nosice, v piipadé
M. luteus byla kolonizace nejvétsi, tomu odpovidala i tvorba bublinek plynu, ktera téméf
zakryla veskery testovany nosi¢. Dale byla pozorovana pozitivni reakce u plastového nosice
I vapence, reakce ale nebyla natolik boufliva. V ptipadé B. subtilis byla pozitivni reakce
u akvaristickych nosi¢i o néco mensi, avSak stale dostate¢né intenzivni. P. fluorescens
poskytla taktéZ o néco mén¢ pozitivni reakci, rovné€z se projevilo mirné Sumeéni u vapence.
Zeolit neposkytl pozitivni reakci s Zadnou z testovanych bakterii. Z vysledka jasné vyplyva,
Ze pro imobilizaci bakterii na inertni nosi¢ byly nejvhodnéjsi akvaristické nosice Biomech
a Substrat Pro, které byly na zakladé tohoto testu vybrany jako idealni nosi¢ do kolonového

systemu.
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9.3 Stanoveni pH

Stanoveni pH bylo provedeno pomoci standardni gelové pH elektrody
(argentochloridové elektroda s dvojitym solnym mitistkem), kterd byla ponofena do 50 ml
odebraného vzorku, méfeni bylo provadéno kazdych 24 hodin. Veskeré méfeni bylo
provadéno v intervalu teplot od 19,5 — 21,5 °C, jelikoz se jedna o rozdil pouhych 2 °C, nejsou

hodnoty teplot uvadény v nésledujicich tabulkéach ani grafech, plati i pro kapitoly 9.4 a 9.5.

9.3.1 Stanoveni pH T. denitrificans

Tab. 9 — Naméiené hodnoty pH T. denitrificans

pH
t[dny] Vstup | Vystup
1 8,44 6,87
2 8,45 7,06
3 8,46 8,25
4 8,38 7,39
5 8,42 7,35
6 8,5 7,24
7 8,52 7,42
8 8,51 7,38
9 8,45 7,36
10 8,32 7,33
11 8,42 7,47

V piipadé méfeni T. denitrificans byla sledovana zavislost hodnoty pH na uplynulém
Case, jelikoz koncentrace zivného roztoku byla udrZovana na konstantni hodnoté
50 mg/l NaNOs;. Hodnoty na vstupu kolony byly témét konstantni, pohybovaly
se vrozmezi od 8,38 — 8,52 pH, proto jsou hodnoty uvedeny pouze v tabulce ¢. 9.
Naproti tomu vysledné hodnoty na vystupu kolony se pohybovaly v §ir§im rozmezi, mezi
2. a 4. dnem doslo k nartstu hodnoty pH az na 8,25, ktery byl béhem nasledujicich 24 hodin
opét témet o jednotku snizen, jak vyplyva z grafu ¢. 4. Dostupnd literatura uvadi, ze ideélni
hodnota pH pro denitrifikaci T. denitrificans ¢ini 6,85 [87]. Z naméfenych hodnot jasné
vyplyva, ze hodnota pH Vv pribéhu ¢asu mirn¢ rostla a pohybovala se kolem hodnoty 7,4 pH.

Tento jev byl s nejvétsi pravdépodobnosti zpisoben nedostatecnou koncentraci zivin, proto

metabolismus T. denitrificans nefungoval dle ocekavani.
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Graf 4 — Zavislost hodnot pH T. denitrificans na vystupu z kolony na ¢ase

9.3.2 Stanoveni pH aerobnich mikroorganismi

V ptipadé€ aerobnich mikroorganismi byla sledovana zavislost hodnoty pH na snizujici
se koncentraci MPB. Puvodni koncentrace MPB ¢inila 12 g/l a postupné byla fedéna sterilni

kohoutkovou vodou, ktera byla ptidavana do zdsobniho barelu kazdych 24 hodin.

Tab. 10 — Naméiené hodnoty pH aerobnich bakterii

B. subtilis M. luteus P. fluorescens
H
e [9/1] Vstup Vystup Vstup i Vystup Vstup Vystup

12,00 7,63 7,29 7,72 6,78 7,78 7,17
10,80 7,72 7,58 7,74 7,19 7,68 7,51
9,72 7,75 7,58 7,83 7,24 7,75 7,73
8,75 7,68 7 7,78 6,82 7,74 7,29
7,87 7,73 7,03 7,72 7,17 7,71 7,33
7,09 7,78 7,17 7,76 7,11 7,8 7,34
6,38 7,71 7,27 7,81 7,11 7,82 7,28
5,74 7,83 7,51 7,79 7,12 7,68 7,38
5,17 7,89 7,57 7,87 7,2 7,82 7,59
4,65 7,71 7,65 7,82 7,16 7,86 7,6
4,18 7,69 7,52 7,79 7,24 7,79 7,5
3,77 7,75 7,56 7,9 7,23 7,9 7,49
3,39 7,78 7,85 7,74 7,38 7,81 7,77
3,05 7,7 7,65 7,77 7,44 7,72 7,95
2,75 7,73 7,68 7,78 7,51 7,75 7,93
2,47 7,78 7,65 7,78 7,52 7,79 7,63
2,22 7,82 7,75 7,8 7,61 7,81 7,97
2 7,84 7,84 7,85 7,8 7,85 7,78
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Hodnoty vstuptt do kolon u vsech testovanych aerobnich mikroorganisma byly téméf
konstantni, pohybovaly se v rozmezi od 7,63 — 7,9 pH, proto jsou hodnoty uvedeny pouze
v tabulce ¢. 10. Vystupni hodnoty pH P. fluorescens s klesajici koncentraci MPB pomalu
rostou, dostupna literatura uvadi, ze idealni pH pro P. fluorescens se pohybuje v rozmezi
od 6,5 — 85 pH, ¢emuz odpovidaji i naméfené hodnoty [88]. Vystupni hodnoty pH
B. subtilis maji velmi podobny charakter, rovnéz s klesajici koncentraci MPB pomalu
narustaji, dostupna literatura uvadi idedlni rozmezi pH od 7 — 8 pH [88], ¢emuz rovnéz
odpovidaji naméfené hodnoty. Vystupni hodnoty M. luteus maji celkové ze vSech testovanych
mikroorganismt nejmensi hodnoty, avSak kopiruji prabéh ostatnich kiivek mikroorganismi.
V dostupné literatuie nebylo mozno nalézt optimalni hodnoty pH pro tento mikroorganismus,
proto je za idealni hodnotu pH brano pH MPB, kter¢ ¢ini 7,2 + 0,2 pH. S klesajici koncentraci
MPB narustaji hodnoty pH. VSechny tfi kiivky maji obdobny charakter, z ¢ehoz mizeme
usuzovat, ze se snizujici se koncentraci MPB dochazi ke zpomalovani metabolismu
a hromadéni metaboliti, které jsou zodpovédné za pomaly narGst hodnot pH. V piipade
P. fluorescens muzeme usuzovat na optimalni koncentraci MPB z prib&éhu grafu ¢. 5 na

hodnotu 8 g MPB/I, v ptipadé B. subtilis 5 g MPB/I a v ptipad¢ M. luteus 7,5 g MPBII.

pH

7,8 -
76 |

7.4 —e—P. fluorescens

—e— M. luteus
7,2 -
—e— B. subtilis

6)6 T T T T T T T T T T T T 1
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

cwes [8/1]

Graf 5 - Zavislost hodnot pH aerobnich mikroorganismi na vystupu z kolony na koncentraci MPB
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9.4 Stanoveni oxida¢né-redukcéniho potencialu

Stanoveni ORP bylo provedeno pomoci standardni plnitelné ORP elektrody
(argentochloridové elektroda s keramickym solnym mustkem), kterd byla ponofena do 50 ml

odebrané¢ho vzorku, méteni bylo provadéno kazdych 24 hodin.

9.4.1 Stanoveni oxida¢né-redukéniho potencialu T. denitricifans

Tab. 11 — Naméfené hodnoty ORP T. denitrificans

t [dny] ORP [mV]
Vstup | Vystup
1 85,9 -2,8
2 55,55 5,4
3 81,9 82,7
4 85,9 65,3
5 56,7 86,1
6 22,1 100
7 26,9 98,9
8 97,8 127,6
9 96,8 120,7
10 98 138,7
11 80,6 140,2
15 79,6 159,6

V piipadé¢ méteni T. denitrificans byla sledovana zavislost hodnoty ORP na case.
Koncentrace zivného roztoku byla udrzovana na konstantni hodnoté¢ 50 mg/l NaNOs. Hodnoty
na vstupu kolony se pohybovaly v rozmezi 22,1 — 98 mV, hodnoty na vystupu z kolony pak
vV rozmezi -2,8 az 159 mV. Vysledky méteni jsou uvedeny v tabulce ¢. 11. Narust hodnot
ORP na vystupu z kolony je v rozporu s ocekavanim, ze bude dochazet ke snizovani téchto
hodnot v ¢ase. Zpocatku ke snizeni doslo, nasledné vSak hodnoty ORP vzrostly na hodnoty
vy$$i nez ve vstupnim médiu. To je pravdépodobné zptisobeno vice faktory, jednim z nich

budou i produkty metabolismu T. denitrificans.
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Graf 6 - Zavislost ORP T. denitrificans na vystupu z kolony na ¢ase

9.4.2 Stanoveni oxida¢né-redukéniho potencidlu aerobnich mikroorganismii

V ptipad¢ aerobnich mikroorganismti byla sledovana zavislost ORP na sniZujici
se koncentraci MPB. Plvodni koncentrace MPB ¢inila 12 g/l a postupné byla fedéna sterilni

kohoutkovou vodou, ktera byla ptidavana do zdsobniho barelu kazdych 24 hodin.

Tab. 12 — Naméiené hodnoty ORP aerobnich bakterii

B. subtilis M. luteus \ P. fluorescens
cvrs [9/1] ORP [mV]

Vstup Vystup Vstup Vystup Vstup Vystup
12,00 53,7 -211,2 49,8 -201,7 54,6 -189,7
10,80 49,7 -233,5 48,7 -223,7 49,7 -227,9

9,72 53,8 -258,9 51,3 -248,7 58,7 -257
8,75 52,7 -267,5 51,8 -261,4 62,4 -278,2
7,87 56,8 -251,2 54,7 -296,7 52,4 -292,7

7,09 58,7 -293,7 57,6 -303 54,8 -299
6,38 53,4 -306,8 55,9 -298,3 55,8 -295,3
574 56,7 -308,7 58,7 -295,8 59,3 -281,9
517 67,2 -315,9 63,7 -287,7 60,7 -288,2
4,65 65,4 -311,8 73 -294,1 66,8 -291,9
4,18 70,1 -319,7 72,7 -298,3 72,1 -276,1
3,77 73,8 -318,5 69,7 -288,3 70,5 -284,8
3,39 71,8 -322,5 73 -296,3 72,5 -271,3
3,05 79,2 -317,8 75,6 -293,7 79,3 -268,9

2,75 78,3 -312,5 75,2 -281,5 81,2 -243
2,47 72,1 -305,6 72,3 -286,7 75,8 -246,2
2,22 74,3 -298,4 75 -276,8 72,4 -249,2
2,00 75,8 -286,4 76,3 -273,8 75,2 -193,8
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Hodnoty ORP vstupt do kolon u vSech testovanych aerobnich mikroorganisma rostly se
snizujici se koncentraci MPB, celkové se pohybovaly v rozmezi od 48,7 — 81,2 mV, na rozdil
od hodnot na vystupu kolon rostly hodnoty ORP na vstupu kolon postupné se sniZujici se
koncentraci MPB, proto jsou hodnoty uvedeny pouze v tabulce ¢. 12. V dostupné literatuie
nebyly nalezeny hodnoty ORP vyuzitych aerobnich mikroorganismi, se kterymi by bylo
mozno porovnat vysledky experimentd, proto byly vysledky experimenti vztazeny

k obecnym hodnotam ORP uvedenych v kapitole 2.3.1.

Zgrafu ¢ 7 jasné vyplyva, ze hodnoty ORP klesaly u vSech testovanych
mikroorganismu velice podobné&, jak zobrazuji jednotlivé kiivky. Od pocate¢ni koncentrace
12 g MPBJ/I az po kone¢nou koncentraci 2 g MPB/I se hodnoty ORP pohybovaly pouze
V anaerobni zén€, coz je idealni pro spravnou funkci druhé kolony obsahujici striktniho
anaeroba D. hydrogenophilus. AZ do koncentrace 7 — 6 g MPB/l hodnoty ORP u vsech
testovanych mikroorganismt klesaly, jejich aerobni metabolismus tak fungoval optimalné,
az od koncentrace 5 g MPB/I, poté dochazi k nartstu hodnot ORP, coZ dokazuje mensi
efektivitu metabolismu. Nejvhodnéj$im mikroorganismem se na zakladé tohoto experimentu
Vv zépornych hodnotach pod -310 mV az do koncentrace 2,75 g MPB/I. Nejméné vhodnym
mikroorganismem se pak jevi byt P. fluorescens. Narist hodnot ORP je zptisoben mensi
efektivitou metabolismu, nedostatkem zivin, postupnym hromadénim metabolit

a odumiranim mikroorganismi.

ORP [mv] >0
-330 -
-310 -
-290 -
-270 -
-250 - —e—P. fluorescens
-230 - —— M. luteus

210 - —— B. subtilis

-190 -

-170 ~

-150
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Graf 7 - Zavislost hodnot ORP aerobnich mikroorganismi na vystupu z kolony na koncentraci MPB
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9.5 Stanoveni koncentrace rozpusténého kysliku

Stanoveni koncentrace rozpusténého kysliku bylo provedeno pomoci standardni
elektrody LDO (fungujici na principu luminiscenéniho zhaseni), ktera byla ponofena do

50 ml odebraného vzorku, métfeni bylo provadéno kazdych 24 hodin.

9.5.1 Stanoveni koncentrace rozpusténého kysliku T. denitrificans

Tab. 13 — Naméfené hodnoty koncentrace rozpusténého kysliku T. denitrificans

tldny] ST
Vstup | Vystup
1 [ 876 | 725
2 | 863 | 82
3 | 865 | 8l1
4 | 862 | 61
5 | 853 | 719
6 | 858 | 647
7 87 | 655
8 | 876 | 728
9 88 | 781
10 | 883 | 866
11 | 872 | 778
15 | 879 | 863

V piipadé¢ méfeni T. denitrificans byla sledovana zavislost koncentrace rozpusténého
kysliku na uplynulém case, jelikoz koncentrace zivného roztoku byla udrzovana na konstantni
hodnoté 50 mg/l NaNOs. Hodnoty koncentrace na vstupu kolony byly téméf konstantni,
pohybovaly se vrozmezi od 8,53 — 8,83 mg/l, proto jsou hodnoty uvedeny pouze
v tabulce ¢. 13. Hodnoty koncentraci rozpusténého kysliku na vystupu kolon s rostoucim
casem nikterak nekorelovaly, nebyla patrna zadna zavislost. K nejniz§imu sniZzeni hodnot
koncentrace rozpusténého kysliku doslo ve 4. dni, ale ihned na to koncentrace opét vzrostla
a i po 7. dni si hodnoty udrzovaly narstajici charakter. Z grafu ¢. 8 mizeme urcit idedlni
rozmezi bylo mezi 4. a 7. dnem, 1 tak jsou vysledné hodnoty koncentrace kysliku pfili§
vysoké. Z vyslednych hodnot jasné vyplyva, ze T. denitrificans jakozto zastupce anaerobnich

mikroorganismi neni vhodnym kandidatem pro vytvoreni anaerobnich podminek.
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Graf 8 - Zavislost koncentrace rozpusténého kysliku T. denitrificans na vystupu z kolony na ¢ase

9.5.2 Stanoveni koncentrace rozpusténého kysliku aerobnich mikroorganismu

V ptipadé¢ aerobnich mikroorganismti byla sledovana zavislost koncentrace
rozpusténého kysliku na snizujici se koncentraci MPB. Pivodni koncentrace MPB ¢inila
12 g/l a postupné byla fedéna sterilni kohoutkovou vodou, ktera byla ptiddvana do zasobniho

barelu kazdych 24 hodin.

Tab. 14 — Naméiené hodnoty koncentrace rozpusténého kysliku aerobnich bakterii

B. subtilis \ M. luteus \ P. fluorescens
cwes [0/1] : co- [mefll ,
Vstup Vystup Vstup Vystup Vstup Vystup

12,00 6,12 3,12 6,2 3,2 6,25 3,48
10,80 6,22 2,87 6,35 2,89 6,11 3,02
9,72 6,38 2,36 6,4 2,23 6,35 2
8,75 6,41 1,97 6,48 1,85 6,47 1,6
7,87 6,52 1,73 6,43 1,56 6,28 0,99
7,09 6,78 1,65 6,53 0,7 6,52 0,44
6,38 6,83 1,1 6,79 0,18 6,7 0,11
5,74 7,11 0,54 6,92 0,21 6,68 0,14
5,17 7,35 0,35 7,26 0,19 6,92 0,15
4,65 7,62 0,22 7,68 0,21 7,24 0,65
4,18 7,87 0,41 7,79 0,46 7,6 0,52
3,77 7,86 0,49 7,88 0,53 7,72 0,45
3,39 7,99 0,56 7,83 0,83 7,62 0,67
3,05 8,12 0,63 7,96 0,73 7,5 0,63
2,75 8,03 0,68 8,03 0,65 7,42 0,91
2,47 8,1 0,76 8,09 0,69 7,38 0,73
2,22 8,16 0,79 8,06 0,85 7,59 1,44
2,00 7,99 0,85 7,91 0,6 7,51 0,85
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Graf 9 — Zavislost hodnot koncentrace rozpusténého kysliku aerobnich mikroorganismi na vystupu
z kolony na koncentraci MPB

Hodnoty koncentrace rozpusténého kysliku vstupu do kolon u vSech testovanych
aerobnich mikroorganismi rostly se sniZujici se koncentraci MPB, celkové se pohybovaly
v rozmezi od 6,12 — 8,16 mg/l, na rozdil od hodnot na vystupu kolon rostla koncentrace
kysliku na vstupu kolon postupné se snizujici se koncentraci MPB, proto jsou hodnoty
uvedeny pouze Vv tabulce ¢. 14. Z grafu ¢. 9 jasné vyplyva, ze hodnoty koncentraci klesaly
u vSech testovanych mikroorganismli velice podobné&, jak zobrazuji jednotlivé kiivky.
U vSech testovanych mikroorganismli doslo ke sniZzeni koncentrace az pod 0,5 mg/l, cozZ je
mnohem niz$i koncentrace, nez které byl schopen dosahnout T. denitrificans. Béhem prvnich
6 dni doslo k rapidnimu sniZeni koncentrace kysliku i se sniZujici se koncentraci Zivin.
koncentrace MPB se Vvtomto pfipadé u vSech testovanych mikroorganismi shoduje,
jeji rozmezi ¢ini 7,5 — 5 g MPB/I. Poté dochazi k nartstu koncentrace rozpusténého kysliku,
coz bylo snejvetsi pravdépodobnosti zplisobeno nedostateCnou koncentraci Zivin,

zpomalenim metabolismu a postupnym odumiranim mikroorganismi.
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10 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat literarni reSer§i zamfenou na vytipovani
vhodnych  mikroorganismt,, které by mohly nahradit v souCasnosti pouzivany
mikroorganismus T. denitrificans v prvnim stupni kolonového systému LITHIM. S tim byla
spojena i volba vhodného nosi¢e. Vybranymi mikroorganismy byly M. luteus, B. subtilis
a P. fluorescens. Tyto mikroorganismy byly podrobeny laboratornim testim na
zjednoduSeném modelu kolonového syst¢ému LITHIM, kdy byly sledovany hodnoty pH,
oxidacné-redukéniho potencidlu a koncentrace rozpuSténého kysliku, coz jsou klicové

parametry pro spravné fungovani druhého stupné¢ kolonového systému LITHIM.

V ptipad€ testovani vhodného inertniho nosi¢e bylo otestovdno celkem pét nosicu,
pti¢emz nejvhodnéj$imi se ukazaly byt akvaristické nosice EHEIM Biomech a Substrat Pro,
které byly vyuzity pii konstrukci zjednoduseného kolonového systému LITHIM. Vyhodou
téchto nosi¢t je velka aktivni plocha a jejich snadna dostupnost ve specializovanych

prodejnach. Nevyhodou je jejich vys$si cena v porovnani s ostatnimi testovanymi materialy.

Z vysledkli méfeni rlstovych kiivek jednotlivych mikroorganismii jasné vyplyva,
7e vSechny testované mikroorganismy (M. luteus, B. subtilis, P. fluorescens) jsou schopny
optimaln¢ rust i pfi laboratorni teploté¢ 21 °C, pii které probihaly veskeré provedené
experimenty. VSechny testované mikroorganismy mély standardni prubéh ristovych kiivek,
vyjimku tvofil B. subtilis, u kterého byl na zaznamu pti 30 °C pozorovan pokles a nasledny
narist OD. Toto pozorovani je v§ak v souladu s literaturou a je vysvétlovano sporulaci tohoto

mikroorganismu.

Pti sledovani hodnot pH v zéavislosti na snizujici se koncentraci MPB bylo zjisténo,
ze veskeré testované mikroorganismy se pohybovaly v rozmezi svych optimalnich hodnot pH.
Z vysledki méfeni pH vyplyva, ze kazdy z testovanych mikroorganismu je z hlediska hodnot

pH vhodnou néhradou za T. denitrificans.
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Sledovanim hodnot oxida¢né-redukéniho potencidlu v zavislosti na snizujici
se koncentraci MPB, bylo zjisténo, ze pro vsechny testované aerobni mikroorganismy
je koncentrace MPB nad 2 mg/l dostaCujici pro zajiSténi anaerobnich podminek v druhém
stupni kolonového systému LITHIM. Je zde vSak patrny trend, kdy se snizujici se koncentraci
MPB absolutni hodnota ORP klesd. Jako optimalni koncentrace z hlediska cinnosti
mikroorganismi a zaroven z hlediska nakladi se proto jevi koncentrace 5 mg/l MPB. Nejnizsi
hodnoty oxida¢né-reduk¢éniho potencidlu -322 mV i snizkou koncentraci substratu byly

naméfeny u B. subtilis.

Poslednim sledovanym parametrem byla koncentrace rozpusténého kysliku. Ani
vtomto piipadé se T. denitrificans neukazal byt dostatecné ucinnym. Oproti tomu
mnohonasobné¢ niz$i koncentrace rozpusténého kysliku byly naméfeny u vytipovanych
klesajici zavislost na koncentraci MPB, kterd koresponduje s vysledky popsanymi

v souvislosti s ORP.

Po shrnuti veSkerych vySe uvedenych poznatkli mizeme fici, Ze nejvhodnéjsi nahradou
z vytipovanych a testovanych mikroorganismti za dosud pouzivany T. denitrificans
je B. subtilis. Vezmeme-Ili také v potaz, ze se navic jedna o tzv. modelovy organismus a jeho
kultivace byla ze vSech testovanych mikroorganismi nejkratsi, je B. subtilis rozhodné tim

nejvhodnéjSim z testovanych mikroorganismi.
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12 PRILOHY

Fotografie vysledkt prikazu bakteridlniho biofilmu pomoci piipravku Biofinder a pouzitych

nosicu.

Priloha 1 — Negativni priikaz ¢istého nosice (zeolit)

Ptiloha 2 — Negativni prikaz ¢istého nosice (plast)



Piiloha 3 — Pozitivni prikaz nosice s P. fluorescens (Substrat Pro)

Piiloha 4 — Pozitivni prikaz nosi¢e s M. luteus (Biomech)



Piiloha 5 — Pouzity nosic¢ (zeolit) Piiloha 6 — Pouzity nosi¢ (sira)

Piiloha 7 — PouZity nosi¢ (vapenec)

Piiloha 9 — PouZity nosi¢ (Substrat Pro) Piiloha 5 — PouzZity nosi¢ (Biomech)



