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ANOTACE

Tato diplomova price je zaméfena na optimalizaci produkce sulfidi za pouziti siran
redukujicich bakterii. Byl vybran vhodny druh mikroorganismu a provedena optimalizace,
kterd spocivala hlavné v nalezeni nosic¢e biofilmu pro kolonové uspotfadani pfi co nejvyssi
produkei sulfidi. Experimenty prokazaly, ze pii pouziti bakterie D. hydrogenophilus lze
dosahnout nejlepSich vysledki za pouziti akvaristického nosi¢e biofilmu. Naopak jako

nevhodny se ukazal zeolit, na kterém nebyl nartist biofilmu vitbec prokazan.

KLIiCOVA SLOVA

Siran redukujici bakterie, metabolismus, biofilm, ¢isténi odpadnich vod, sulfidy,

TITLE

Optimization of sulphide production using sulphate-reducing bacteria

ANNOTATION

This thesis is focused on optimization of sulphide production using sulphate-reducing bacteria.
A suitable type of microorganism was selected and an optimization was performed which
consisted mainly in finding a biofilm carrier for a column arrangement with the highest possible
production of sulfides. Experiments have shown that usage of D. hydrogenophilus can produce
the best results by using an aquarium biofilm carrier. Conversely, zeolite was found to be

unsuitable on which biofilm growth was not proven at all.
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sulphate-reducing bacteria, metabolism, biofilm, wastewater treatment, sulphides
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SEZNAM ZKRATEK

APS — adenosinfosfosulfat

ATP — adenosintrifosfat

B. subtilis — Bacillus subtilis

D. baculatum — Desulfomicrobium baculatum
D. desulfuricans — Desulfovibrio desulfuricans
D. hydrogenophilus — Desulfobacter hydrogenophilus
D. vulgaris — Desulfovibrio vulgaris

DNA — deoxyribonukleova kyselina

MIC — mikrobialni koroze

MPA — masopeptonovy agar

MPB — masopeptonovy bujon

NADH — nikotinamidadeninnukleotid

ORP — oxida¢né-redukeni potencial

PCR — polymerazova fetézova reakce

RNA — ribonukleova kyselina

rRNA — ribozomalni ribonukleova kyselina
SRB - siran redukujici bakterie

T. denitrificans — Thiobacillus denitrificans



UvVOD

V dnesni dob¢ produkuje lidstvo velké mnozstvi odpadnich vod a jde tak o celosvétovy
problém. Aby mohla byt voda znovu vyuzita, je potfeba ji vycistit od riznych rozpustnych i
nerozpustnych, biologicky nerozlozitelnych i rozlozitelnych latek. V poslednich letech vzrusta

zajem piedevsim o biologické Cisténi vod, kterého se ti€astni rizné druhy bakterii.

Siran redukujici bakterie patii do skupiny anaerobnich bakterii, které pro zisk energie
vyuzivaji redukci siran. Ty zde hraji roli elektronového akceptoru a jako donor elektroni
slouzi bud’ organické latky, nebo vodik. Kone¢nym produktem redukce je sirovodik. Svou
mikrobialni ¢innosti jsou tyto bakterie schopny eliminovat negativni vlivy priimyslové vyroby
a zlepsit tak kvalitu zivotniho prostfedi pfedev§im v oblasti vod. V dnesni dobé¢ se tyto bakterie
vyuzivaji predevSim v biotechnologickych procesech jako je odstraiiovani tézkych kovi

Z primyslovych odpadnich vod a odstrafiovani siranit z odpadnich vod.

Tato diplomova prace se zaméfuje na optimalizaci produkci sulfidit pomoci siran
redukujicich bakterii, které se vyuzivaji ve druhém stupni kolonového zafizeni slouziciho
piedevsim k zachyceni iont kovli ze znecisténych vod biologickou imobilizaci. V teoretické
casti je popsdna zadkladni charakteristika a vyznam siran redukujicich bakterii. Dale jsou
vytipovany a popsany vhodné mikroorganismy, které by mohly byt potencionalné vyuzity ve
zjednoduseném dvoustupiiovém systému kolonového zafizeni. V experimentalni casti
diplomové prace se provadély laboratorni testy zaméfené na sledovani produkce sulfida

Vv zavislosti na riznych experimentalnich podminkach.
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TEORETICKA CAST
1 Kolobéh siry

Sira je nezbytnym mikrobiogennim prvkem pro vSechny formy Zivota
(mikroorganismy, rostliny, zvitata) a miize se vyskytovat ve velkém mnozstvi oxida¢nich stavi.
Pouze tfi oxida¢ni stavy jsou vSak hojné ptitomny v ptirod¢, tj. -2 (pro sulfhydryl, sulfid), O
(pro elementarni siru) a +6 (pro sirany). Vétsina siry se vyskytuje v oceanech, v sedimentech a
horninach ve formé siranli, predev§im sadry (CaSOs) a sulfidovych minerall, jako je pyrit
(FeS). Také latky jako cystein a metionin obsahuji velké mnozstvi siry. V pfirodé cirkuluje
sira trvale, protoze je plynule oxidovana nebo redukovana chemickymi a biologickymi procesy.

Cyklus siry je navic uzce spojen s ostatnimi cykly prvki, jako jsou cykly uhliku a dusiku [1].

Organické
slouceniny
siry

]

—

T

Mineralizacni procesy
siranu {spontanni/mikrobiologické)

{v&tsina mikroorganismdi) § g guis p
' g ' Disimilaéni redukce siranu
(Desulfovibrio spp.)

s — )

Biologickd oxidace
S 02 -

(Thicbacillus ssp.)

Disimilacni redukce siranu
(Geobacter, Desuifuromonas spp.) |

/

Asimilacni redukce

|
|
|

)
|
|
\

Biologicka oxidace
s0y Biologicka oxidace
(Alicyciobacilius, Acidithiobacilius ssp.) s0,

(Thiobacilius, Hyphomicrobium spp.)

Ve

\\ s
~ > &
Sy P

Obrazek 1 Kolobéh siry, upraveno dle [2]

Pro kolobé¢h siry jsou charakteristické dva cykly. Prvni rozsiteny cyklus kolob&hu siry
zahrnuje vyssi organismy. Siru mohou vyuzit pouze ve formé rozpustnych sirand, které jsou
vyuzivany zelenymi rostlinami. Ty pak cestou potravniho fetézce transportuji ¢ast siry do
zivoCiSnych proteind. Po odumfeni rostlin a Zivoc¢ichli dochazi k hnilobnému rozkladu, na

kterém se podileji bakterie z rodi Pseudomonas, Clostridium apod. Dochazi k uvoliovani siry
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z organickych struktur ve formé¢ sulfanu, ktery nasledné reaguje a vytvari sulfidy. Sulfidy jsou
poté asimilovany bakteriemi nebo nékterymi rostlinami. Sulfan je chemotrofnimi nebo
fototrofnimi bakteriemi oxidovan na elementarni siru. Sulfidy jsou také oxidovany na
elementarni siru pomoci uréitych bakterii, jako jsou napf. Thiobacillus ferrooxidans a
Leptospirillum ferrooxidans. Elementarni sira je dale napt. bakteriemi Thiobacillus thiooxidans
oxidovana na sirany. Nasledn¢ jsou sirany redukovany siran-redukujicimi bakteriemi na
sulfidy. Elementarni sira mize byt redukovana na sulfidickou formu pomoci bakterii rodt

Desulfuromonas ¢i Desulfuromicrobium [3].

Disimila¢ni redukce siranu se vyvijela ptiblizné 3,5 miliardy let, coZ je dnes prokazano
stabilnimi izotopy siry. Siran-redukujici bakterie (SRB) by mély byt povaZzovany za rodové
mikroorganismy, které ptisp€ly k primarnimu biogeochemickému cyklu siry, témét hned poté,

co se na nasi planeté objevil zZivot [4].

Mikrobialni spoleenstvi SRB, které se tcastni zminéné disimila¢ni redukce siranu
Vv cyklu siry, se nazyva sulfuretum. Naopak asimila¢ni ¢asti se SRB netcastni. Siranovy iont
se uvoliiuje z okolni pudy a dochazi k jeho rozptylu na dno malych vodnich systému, kde
dochazi k jeho redukci na sulfidy pomoci SRB. Nasledné, kdy se sulfidovy iont dostane
Kk povrchové vrstvé, dochazi k jeho oxidaci na elementarni siru nebo SO4?. Cely cyklus déle
pokracuje, pokud SO4* difunduje opét na dno, kde se nachazi zminéné SRB. Jelikoz ma
elementarni sira nizkou rozpustnost ve vod¢, dochazi k jejimu vysrazeni. Tento proces se
projevi tak, ze na vodni hladin€ vznika zluty povlak. Aktivita tohoto mikrobialniho spolecenstvi

je zdkladem mnoha procesu v piirodé [5].
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2 Zakladni charakteristika siran-redukujicich bakterii

Poprvé se pisemné o existenci téchto bakterii zminil v roce 1895 M. W. Beijerick.
Popsal je jako bakterie, které jsou schopné redukovat sirany za vzniku sulfdi a to bez
ptritomnosti kysliku a nazval je Spirillum desulfuricans [6]. Sirany zde hraji roli akceptoru
elektrond a jako donor elektront slouzi organické latky (laktat, acetat a dalsi) nebo vodik.
Kone¢nym produktem redukce je HoS. Jde o proces zvany disimilaéni redukce sulfatu [7].
Pozdé¢ji roku 1936 byl popsan rod Desulfovibrio, ktery se fadi mezi typickou a klasickou siran-
redukujici bakterii, a od 60. let minulého stoleti se pravé na tomto rodu studuji rtizné
metabolické procesy a funkce siran-redukujicich bakterii v prubéhu disimilacnich procesii
Vv anaerobnich zonach pid a vod. Pfesto ze dané bakterie se odliSuji morfologicky a kazda ma
jiné ndroky na substrat, jejich spole¢nou vlastnosti je, ze redukuji sirany za anaerobnich

podminek a oznacuji se dodnes jako siran-redukujici bakterie (SRB) [8].

SRB tvofi rtiznorodou skupinu prokaryot, ktera prispiva k fadé¢ zakladnich funkci v
mnoha anaerobnich prostiedich. Kromé jejich zjevného vyznamu pro cyklus siry hraji SRB roli
také v globalnim cyklu fady dalSich prvki. Naptiklad v cyklu uhliku tvoii soucast mikrobidlnich
konsorcii, které zcela mineralizuji organicky uhlik v anaerobnim prosttedi. Polymerni materialy
jsou nejprve depolymerovany a metabolizovany fermentativnimi mikroorganismy, vysledné
produkty (organické kyseliny) a redukované plyny (napiiklad CO a H>) jsou dale fermentovany
nebo oxidovany jinymi mikroby, véetné SRB. Ty jsou obzvlasté aktivni v prostfedi bohatém na

sirany, kde pravé u¢inné propojuji jiz zminéné cykly uhliku a siry [9].

SRB jsou také dulezitymi regulatory riznych procesti v moktadnich ptidach, véetné
rozkladu organické hmoty a premény latek v piidé€, biodegradace chlorovanych aromatickych
polutantti v anaerobnich ptidach a sedimentech a metylace rtuti. Vzhledem k jejich vyznamu a

sanaci zivotniho prostfedi se za posledni roky o tyto bakterie zvySuje zajem [8].
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2.1 Klasifikace siran-redukujicich bakterii

Prvotni klasifikace zahrnovala pouze dva rody Desulfovibrio a Desulfotomaculum a
obsahovala minimum informaci, o morfologii, tvorbé spor, enzymti a zabarveni dle Grama.
Dnesni fylogeneticka klasifikace je zalozena na analyze sekvence 16S rRNA. Kompletni
prehled fylogeneze SRB je velmi dilezity pro jasnou definici rodii. Tato klasifikace ma mnoho
vyhod. Poskytuje poznatky o evolu¢nim ptivodu SRB u vzdalenéjsich ptibuznych druht a
usnadnuje rozvoj skupinové specifickych fylogenetickych sond a PCR primert, které lze vyuzit
ve studiich zabyvajicich se ekologii. Sondy specificky zaméfené na vSechny skupiny by velmi
usnadnily pochopeni role jednotlivych skupin v zivotnim prostfedi. VétSina sond se prozatim

zaméfuje na gram negativni mezofilni SRB [8].

Analyza sekvenci rRNA umoznila organizaci riznych druhtit SRB do ¢tyf odlisnych
skupin: gram negativni mezofilni SRB, gram pozitivni sporulujici SRB, gram negativni
termofilni SRB a gram negativni termofilni archea SRB [8]. Vsechny ¢étyfi uvedené skupiny
jsou charakterizovany vyuzitim sulfatu jako koncového elektronového akceptoru béhem
anaerobniho dychani, coz vede k tvorbé sulfanu, vysoce reaktivniho a toxického konecného
produktu [9]. Pro zatfazeni do ur€itého rodu se testuji ruzné donory elektroni. Piifazeni
jednotlivych druhii do pfislusnych skupin zalozenych na analyze rRNA je v souladu s témi,
které byly ziskany tradi¢ni taxonomii, i kdyz existuji vyjimky. V pfislusné tabulce (tabulka 1)
jsou uvedeny nejdulezitéjsi vlastnosti vybranych SRB: tvar bunék, pohyblivost, obsah guaninu
a cytosinu v DNA, pritomnost desulfoviridinu a cytochromt a uplna a netiplna oxidace octanu

[8]. Doposud bylo popsano vice nez 60 rodu zahrnujicich pies 220 druhd [10].

18



Tabulka 1 Zkracena forma soucasné klasifikace siran-redukujicich bakterii, upraveno dle [11]

Rod Morfologie Biciky Obsah G' a C? v DNA (%) | Cytochromy| Oxidace organického substritu
I. Gram negativni, mezofilni a nesporulujici SRB
vibrio + 49-66 c.bc N*
| Desulfomicrobium ovilné/rovné tycinky + 52-67 b, c N
Desulfobulbus. ovalné/rovné tycmky + 59-60 b, c, c: N
Desuifobacter vibria + 448 - U!
| Desulfobacterium ovalné tyCimky * 41-52 b, c U
Desulfococcus. okrouhlé/ovalné koky + 46-57 b,c U
Desulfosarcing ovalné tyémky/koky v agregitech £ 31 b,c U
Desulfomonile rovné tycinky = 49 Cs U
Desulfonema ohebna vlakma + 3542 b,c U
| Desulfomonas rovné tycinky = 66 c N
I1. Gram pozitivni, jici, mezofilni a termofilni SRB
Desulfotomaculum rovné 'zakyivené tyCinky + 48-52 b,c N+U
IIL. Gram negativni, termofilni a nesporulujici SRB
vibria/rovné tyginky | = | 3038 | ac | N
IV. Gram negativni, termofilni a nesporulujici Archea SRB
koky | = | 4146 | bezudaji | N

‘Guanin, * Cytosin, * Neiiplna oxidace organického

substratu, “Uplna oxidace organického substratu
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2.2 Morfologické vlastnosti
Z uvedené tabulky 1 vyplyva, Ze tvar jednotlivych bun¢k miize byt velice riiznorody.

Buiiky mizou tvofit ovalné nebo rovné ty€inky vétsiho i mensiho rozméru, koky, vibria ¢i
spiraly nebo vldkna, ¢asto se mizou vyskytovat shromazdéné do tzv. svazku ¢i shlukd. U
nékterych je pritomny bi¢ik, zajistujici pohyb. SRB maji také schopnost pfilnout k inertnim
povrchim a vytvafet biofilmy [12]. VétSina SRB se fadi mezi gram negativni, az na rod

Desulfotomaculum, ktery je gram pozitivni a charakteristicky tvorbou spor.

2.3 Ristové vlastnosti

Vzhledem k tomu, Ze SRB obyvaji extrémni prostiedi nasi planety, mohou rust
v riznych fyzikalné¢ chemickych podminkach [13]. Nekteti zastupci SRB jsou striktné
anaerobni. Béhem poslednich dvou desetileti se ale zjistilo, Ze SRB neziji pouze v anoxickych

prostiedich, ale ve skute¢nosti miizou tolerovat a dokonce vyuzivat kyslik [14].

SRB jsou vétsinou mezofilni, ale také zahrnuji nékteré termofilni a psychrofilni druhy
[15]. Mezofilni zastupci, napiiklad Desulfovibria maji optimalni teplotu ristu 30 °C, ale mohou
piezivat az do teploty 48 °C. N¢které druhy, které ziji ve stifevech, rostou pfti teploté 37 °C.
Naopak termofilni druhy rostou pii teplotach 60 °C. Bylo vSak prokazano, ze i pii teploté 35
°C jsou schopny piezivat [16].

Vhodné pH pro rust se pohybuje od 6 do 8. Uvadi se, Ze vétSina SRB je inhibovana,
jakmile pH dosahne hodnoty 5,5 [17]. Pfitomnost SRB vSak byla zjisténa i v pfirodnich
stanovistich s extrémnimi hodnotami pH, jako jsou kanalizace s kyselym dnem, kde se pH

pohybuje okolo 2, nebo v jezete, kde mize byt hodnota pH az 10 [13].

2.4 Metabolismus

Za zakladni metabolicky proces SRB je povazovana anaerobni redukce sirant. Jako
donor elektronli se uplatiiuje organicky substrat (laktat, malat atd.) ¢i plynny vodik.
Akceptorem je siran. Na zaklad¢ energetického zdroje SRB, s ohledem na anorganicky nebo

organicky charakter, 1ze rozd¢€lit anaerobni respiraci siranti na dva typy [5]:

e Autotrofni redukce sirani — energetickym zdrojem je plynny vodik a celd reakce

probiha v n¢kolika fazich. Cely proces Ize shrnout rovnici 1:
SRB
4 H, +S0;~ — S*” +4H,0 (1)
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e Heterotrofni redukce siranti — tento proces probiha oproti autotrofni redukci mnohem
Castéji. Zdrojem energie jsou jednoduché organické latky (laktat, fumarat, pyruvat,
alkoholy). V zavislosti na kone¢ném produktu oxidace organickych substratd, Ize tento
proces rozdé€lit dale na netuplnou a Gplnou oxidaci [5]:

o Neuplna heterotrofni oxidace organického substratu — tento typ popisuje
rovnice 2, ve které je kone¢nym produktem acetat a je uskute¢novana napiiklad

druhem Desulfovibrio desulfuricans [11]:

SRB
2 CH;CHOHCOO~ + SO2~ - 2 CH,C00~ + 2 HCO3 + H,S )

o Uplna heterotrofni oxidace organického substratu — kone¢nym produktem je
CO- a H20 a realizuje ji naptiklad druh Desulfobacter postgatei [5]. Tuto reakci

popisuje rovnice 3:

SRB
4 CH;COCOONa + 5 MgS0, — MgCOs + 2 Na,CO5 + 5 H,S +5CO, + H,0 (3)

V procesu anaerobni respirace siranit dochdzi k produkei velkého mnozstvi plynného
sirovodiku, ktery velmi snadno reaguje ve vodném prostiedi s kationty tézkych kova (napf.

Fe?*, Cu?*, Cd®") a vznikaji tak malo rozpustné sulfidy kovii. Tuto reakci vyjadiuje rovnice 4
[5]:

Me?* + H,S > MeS+ 2 H* 4)

SRB jsou schopné ziskavat energii i jinak, neZ procesem anaerobni respirace, a to bez
existence siranil, kdy dochdzi k fermentaci etanolu ¢i laktatu. Vyslednym produktem je acetat,

methan a vodik [11]. Tento metabolismus uvadi rovnice 5:

SRB
2 CH;CHOHCOO0~ + H,0 — 2 CH,C00~ + HCO; + H* + CH, (5)

2.5 Bioenergeticky mechanismus

Nejvice biochemickych a fyziologickych vyzkumi bylo provadéno predevsim na rodu
Desulfovibrio, protoze jeho kultivace je rychla a snadno se s nim manipuluje. Dale splituje napf.
pozadavek, aby adenosintrifosfat (ATP) redukoval sulfat. Nutna je pfitomnost dvou klicovych
cytoplazmatickych enzymt, adenosinfosfosulfat (APS) a bissulfat reduktdza, zapojenych do
drahy respiracni redukce sirant a dtlezita je i periplazmaticka lokalizace nékterych hydrogenaz
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a také mnozstvi cytochromti typu c. Disimila¢ni redukce siranu u tohoto rodu je spojena

s fosforylaci, kdy dochazi k ptenosu elektronti [10].

2.5.1 Donory a akceptory elektronu

Dnes uz je zndmo, ze SRB mohou vyuzivat jako zdroj energie obrovské mnozstvi
substrati. Potenciondlnim donorem elektroni mize byt vice nez 100 sloucenin, véetné cukri
(fruktoza, glukoéza), aminokyselin (glycin, serin, alanin), soli monokarboxylovych kyselin
(acetat, propionat, butyrat), dikarboxylovych Kkyselin, alkoholi (metanol, etanol) a
aromatickych sloucenin (benzoat, fenol). SRB se fadi mezi organismy redukujici nejvétsi pocet
riznych termindlnich akceptorii v¢etné organickych sloucenin siry a dalSich organickych a
anorganickych sloucenin. Vzhledem k velkému mnozstvi akceptorti a donort elektrond 1ze

predpokladat, ze jak ekologicka tak metabolicka funkce SRB ma v piirodé velky vyznam [10].

2.5.2 Mechanismus disimila¢ni redukce siranu

Redukce siranli je intracelularni proces vyzadujici aktivni transport siranu. Pred
samotnou redukci musi byt siran aktivovan pomoci ATP sulfurylazy. Vznikne APS a
pyrofosfat. Nutna je ptitomnost vhodného zdroje uhliku pro redukci siranti vzhledem k tomu,
ze tvorba APS je endergonicky déj. Mechanismy redukce jsou uvedeny v rovnicich 6-8. Obecné

redukce siranu zahrnuje tfi hlavni kroky [18]:

e Aktivace sulfatu na adenosin-5"-fosfosulfat (APS) - SRB nemiizou vyuzivat siran
jako donor elektronii pro riist ptimou cestou, protoze je siran termodynamicky stabilni
oxidovana forma siry a navic standardni redoxni potencidl pro siran-sifi¢itan je -516
mV. Tato nizkd hodnota nesta¢i na pifimou redukci pomoci pyruvatu nebo
nikotinamidadenindinukleotidu (NADH). Nejdiive tedy musi dojit k aktivaci sulfatu.
Cela reakce je katalyzovana ATP sulfurylazou [19].

AMP*~ 4+ SO2™ + H* - APS?*™ + HP,03~ (6)

e Redukce APS na sulfat — po aktivaci sulfatu se redoxni potencial zvysi na -60 mV.

Tim je umoznéna redukce APS. Katalyzovanym enzymem je APS reduktaza [18].

APS?™ +2e~ 4+ H* - HSO; + AMP?~ (7
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e Redukce siFi¢itanu na sulfid — k této reakci je zapotiebi celkem 6 elektront a

nevyzaduje pfisun energie v podobé ATP [19].
HSO; + 6e~ + 6H* - HS™ + H,0 (8)

Transportni systém elektroni

Elektrontransportni systém je povazovan za kli¢ovy pro redukci siranti. Sklada se ze tii
zakladnich slozek: primarnich dehydrogenaz, prenasect elektront a terminalnich reduktaz [11].
Tento systém urcuje, jakym zptisobem dochazi k redukcei na sulfidy. Prvni zpasob zahrnuje krok
pies dva meziprodukty - trithionan a thiosiran, kdy se spotiebovavaji 2 elektrony v kazdém

kroku. Druhym zptisobem je piima redukce za tvorby sulfidu [18].

S0,2-
A A
SO2 |
Je [ ATP H,S (prima cesta)
H,S (nepFima cesta)
APS+PPi
2e -
(’ 2e- 2e
2e
AMP+ so,zé_)* S,042- $,0,2-
SO!Z. SOJZ.

Obrazek 2 Dva mozné zpusoby redukce siranu na sulfid, upraveno dle [18]

2.6 Kultivace a izolace

Pro kultivaci SRB se vyuziva nékolik riznych typti zivnych ptd. Casto se vyuziva
médium dle J. Postgate typu B, C, D, E, F, G, N, Baarovo médium, Zivna puda dle Widdela a
Pfennika nebo DSM — 63, coz je obdoba média Postgate typu B. Ta svym kvalitativnim a
kvantitativnim zastoupenim jednotlivych slozek vytvaii vhodné podminky ptedevsim pro rist
rodi Desulfovibrio a Desulfotomaculum. Avsak zadna zivna pida neni univerzalni vzhledem
K rozmanitym vlastnostem SRB. Proto se vyuziva i riznych modifikaci. U vétSiny z nich se

jako zdroj uhliku uvadi laktat sodny a jako zdroj siranu pak siran sodny [3, 11].
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Optimalni zivné médium by mélo obsahovat [3]:

e zékladni mineralni latky (P, N, Mg, K, Ca)

e redukeni Cinidla (NazS, thioglykolat sodny, kyselina askorbova)

e stopové prvky (Mn, Mo, Cu, Co, Se)

e NaCl (pro druhy vyzadujici stl)

e rustové faktory (kvasnicovy extrakt, octan, vyssi mastné kyseliny)

e akceptory elektroni (sirany, sificitany, thiosirany)

zdroj energie a uhliku (vodik, acetat, laktat, pyruvat, fumarat, glycerol atd.)

V laboratornich podminkach je stanovena optimdlni ristova teplota mezi 30 az 37 °C
Vv zavislosti na konkrétnim mikroorganismu. Vhodnd doba pro pomnoZeni SRB v médiu je
piiblizn¢ 7 dni. Avsak jiz béhem 2-3 dni po inokulaci SRB do média se indikuje rtst cernym
zbarvenim média a zapachem po shnilém vejci v disledku tvorby sirovodiku [20]. Pro lepsi
diagnézu se do média ptidava prave Zeleznata sul, ktera reaguje se sulfidem za vzniku ¢erného
precipitatu FeS. Ve vyzkumu by tento precipitat mohl ovlivnit vysledky experimentii, proto se
tato sul nékdy vynechava. Je tteba nutné myslet i na to, ze vznikajici H2S béhem kultivace je
pro télo neurotoxicky [16]. Dochazi k poSkozeni cichovému a zrakovému nervu. Pfi
koncentraci 200-280 mg/m? dochézi k paralyzaci ¢ichovych bunék a p¥i koncentraci 2000 mg/
m? dochazi k umrti do piil hodiny [21].

Izolace se provadi z vhodné odebranych vzorkt vod ¢i sedimentt a nasledna kultivace
SRB by mé¢la probihat staticky pii teploté 30 az 37 °C a pH 7,5. Duraz se klade pfedevsim na

to, aby vSe probihalo za anaerobnich podminek (interni plyn, reduk¢éni ¢inidla v médiu) [22].
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Obrazek 3 Izolace siran-redukujicich bakterii, upraveno dle [3]

Pro identifikaci konkrétniho druhu SRB se vyuzivaji klasické mikroskopické metody —

naptiklad barvenim dle Grama lze urcit tvar, velikost bun€k a charakter bunééné stény [3].

2.7 Vyskyt siran-redukujicich bakterii

Vétsina SRB se vyskytuje volng, ale nékteré mohou zit v konsorciich s jinymi
mikroorganismy, jako je naptiklad metanotrofni archea nebo i v bliz§im vztahu, naptiklad siru
oxidujici Gammaproteobakterie, ktera je v symbidze se SRB uvnitt moiského $neka Olavius

algarvensis [13].

SRB jsou Siroce rozsifeny v anaerobnim vodnim a suchozemském prosttredi, vSude kde
je pritomen siran. Na téchto mistech dochdzi k mikrobidlnimu rozkladu organickych latek
rostlinného nebo ZivociSného pilivodu. Prostfedi, ve kterém bakterie vykazuji vysokou
metabolickou aktivitu, jsou snadno odhalitelna. O ptitomnosti SRB svédéi ¢ernani vody a

sedimenttl vlivem srazeni sulfidu Zeleza a je citit zapach po sirovodiku [7].
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SRB byly detekovany nebo izolovany z [5, 13, 23]:

e pud

e mofskych a sladkovodnich sedimentt a kal

e termalnich a netermalnich sirnych pramenti

e rizosféry rostlin, ryZzovych poli, anaerobnich ¢isticek
e podzemnich vod, primyslovych odpadnich vod
e kyselych dilnich drendzi

e hydrotermalnich praduchti

e uhlovodikovych vypusti a bahennich vulkant

e loZisek ropy a zemniho plynu

e slanych mikrobidlnich rohozi

e nadrzi na naftu, mazacich oleji

e gastrointestinalniho traktu ¢lovéka a zvifat
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3 Biofilm a jeho vyznam u siran-redukujicich bakterii

J. W. Costerton se jako jeden z prvnich zabyval tvorbou biofilmu a popsal tak schopnost
bakterii se ptichytit na rizné pevné povrchy, na kterych nasledné vytvareji slizké a kluzké
povlaky [24]. Existuje nekolik definici biofilmu. Obecné jej lze charakterizovat jako
spolecenstvi mikroorganismui, ve kterém se bunky navzajem drzi na povrchu, obaleném v
matrici extracelularni polymerni matrix, produkované samotnymi bakteriemi. Jde 0
spolecenstvi mikrobidlnich druhi s velice propracovanou organizacni strukturou. Biofilm je
tedy prakticky vSude, kde je dostate¢ny ptisun vody, zivin a vyména plynti. Jeho tvorba miize
nastat jak na zivém, tak i nezivém povrchu. Mikroorganismy Vv biofilmu produkuji
extracelularni polymerni latky, jako jsou proteiny, DNA, polysacharidy a RNA. Kromé téchto

latek produkuji také vodu, ktera je zodpovédna za tok Zivin uvnitt biofilmové matrice [25].

Mikroorganismy ziji v biofilmu z nékolika divodi. Biofilm chrani bakterie proti
nepfiznivym vliviim prostfedi oproti volné Zijicim bunkdm. Ne&které bakterie mohou
piizpisobit své metabolické procesy okolnimu prostfedi a vyuzit dostupné substraty pro
ochranu pted Skodlivymi podminkami. Dale se zvySuje odolnost bakterii viici fyzikalnim silam,
pusobeni kyslikovych radikali a fagocytoze. Biofilm vytvari 1 lepSi podminky pro jejich
mnozeni [26]. Biofilm mulze mit pozitivni i negativni vliv na lidsky organismus.
Mikroorganismy ve formé biofilmu kolonizuji lidsky gastrointerstindlni trakt a vytvaieji tak
piirozenou ochranu sliznice pied infekci. Naopak biofilm muize mit i patogenni ucinek a
piedstavuje tak velky problém pro zdravi kvuli jeho odolnosti viici antibiotikiim a nemocem

spojenych s uzivanim vefejnych zdravotnickych prosttedku [26, 27].

K tvorbé biofilmu dochdzi nejdiive pomoci planktonickych buné€k, které pftilnou
k povrchu v dusledku Brownova pohybu nebo gravita¢nich sil. Pomoci motility (bi¢ika) jsou
bakterie schopné ptekonat elektrostatické a hydrodynamické sily. Tato faze je reverzibilni a
ovliviiuje ji cela fada faktoru (pH, teplota, iontova sila média), Které umoziuji, aby bakterie
ptilnuly k substratu. V dalsi fazi se tvoii vrstva bunék a za¢ina produkce extracelularniho slizu.
Vznikaji mikrobidlni spoleCenstva s vicevrstvymi bunikami uzavienymi v extra polymerni
matrici. V této fazi se adheze stava nevratnou. Jakmile je dosazena pozadovana populace
bunky, zralé mikrobialni butiky se oddé€li, rozptyli se do prostiedi a cely proces tvorby se mize

znovu opakovat [28].
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Obrazek 4 Tvorba biofilmu, upraveno dle [28]

Diky nékterym vlastnostem a funkcim jsou biofilmy tvofené bakteriemi vyuzivany
Vv prumyslu v oblasti zivotniho prostiedi a to konkrétné pro Cistirny odpadnich vod, kde se
uplatniuji v podobé biofilmovych reaktorti pro druhy (biologicky) stupen ¢isténi odpadni vody
[29].

Imobilizace SRB v biofilmech poskytuje ur¢ity stupeni ochrany bakterii proti expozici
kysliku. Bakterie tvofici biofilm nemohou byt vyplaveny proudem vody. Biofilmové reaktory
mohou také zvySovat mikrobialni rist, nebot’ se piredpoklada, ze bakterie Ziji prednostné v
komunitach s povrchovou vazbou [30]. Pifitomnost n¢kolika bakteridlnich druhi SRB
V biofilmech umoznuje vyuzivat rizné sorganické a anorganické substraty a sloZeni
mikrobidlni komunity ovlivituje jak vykonost, tak stabilitu celkového biologického siran

redukujiciho procesu [31].

3.1 Vhodné nosic¢e pro biofilm SRB

V souasné dobé je jiz znamo velké mnoZstvi rliznych zatizeni, které vyuZivaji
ptirozené schopnosti mikroorganismii imobilizovat se na nosi¢i. Jako naplné se pouzivaji
materialy, jako jsou napiiklad rizné druhy uhli nebo zeoliti. Pomoci nosic¢ti vhodnych pro
tvorbu biofilml Ize dosdhnout i vysoké ucinnosti €isténi odpadnich vod. Pokud se pouziji

uhlikové a mineralni adsorbenty jako nosie biomasy, tak tato G¢innost jeSté stoupd, protoze
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imobilizaci mikroorganismii na povrch sorbentu za vzniku biofilmu doprovazi v téchto
pripadech adsorpce necistot z odpadni vody v porech adsorbentu. Pres vrstvu materidlu naplné
vznika na jeho povrchu biofilm. Pfitomnost téchto mikroorganismi indikuje uspokojivy stav
biofilmu v napIni. U SRB jsou na povrchu biofilmu pfitomny hlavné sirany a smérem k povrchu

nosice se zvysuji obsahy S,03%, SO3%", nejspodné&ji S* [32].

Zeolit byl potvrzen jako ucinny nosi¢ pro SRB. Zeolity jsou krystalické¢ hydratované
hlinitokfemi¢itany. Skladaji se z tetraedri [AlO4]> [SiO4]*, které jsou vzajemné spojeny pres
atomy kysliku. Krom¢ iontové vymeény jsou zeolity pravé schopny adsorbovat molekuly na sviij
velky povrch, ktery je zvétSen diky kandlim a porim. Maji vynikajici fyzikalni vlastnosti a

nizkou cenu a dostupnost [33].

Dal§im vhodnym materidlem mize byt také kiemicité sklo ¢i slinuté sklo ve formeé
velikostné tiidéné drti nebo tvarovanych ¢astic, naptiklad to mtizou byt sintrované sklenéné
Castice v podob¢ koralku [30, 34]. Vyuzit se daji i rizné akvaristické substraty ve formé
poréznich kuli¢ek ¢i kosticek vyrobenych ze sintrovaného kiemene. Velkym hitem je i pouziti
polymerniho bioaktivniho nosice pro rust biomasy. Vyhodou téchto plastovych nosi¢u je rychla

tvorba biofilmu, vysoka biologicka aktivita, velky specificky povrch a dlouha Zivotnost [35].
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4 Vyznam siran-redukujicich bakterii
SRB se uplatiluji v mnoha primyslovych a ekologickych oblastech, na které maji

vyznamny ekonomicky dopad. V disledku metabolické produkce sirovodiku se ucastni jak
pozitivnich, tak negativnich procesit [13]. Biotechnologické procesy nachéazeji uplatnéni
v n¢kterych odvétvich primyslu. Velkd pozornost je dnes vénovdna 1 mineralnim
biotechnologiim, kde dochazi ke zpracovani a upravé mineralnich surovin a odpadii ptisobenim
mikroorganismi [22]. SRB se vyuzivaji nejvice pii odstranovani tézkych kovi z pramyslovych
odpadnich vod, odstraiiovani siranovych iontd, vyrob¢ siry z odpadnich vod a pfi odstranovani

siry z ropy, benzinu a uhli [5].

4.1 Odstranovani tézkych kovi z priimyslovych odpadnich vod

Odpadni voda obsahujici tézké kovy vznika v né€kolika hlavnich primyslovych
zdrojich, a to v metalurgii, chemickém zpracovani rud, pokovovani a galvanizaci. Z tohoto
divodu je velmi zavaznou hrozbou pro Zivotni prostiedi a plsobi toxicky 1 pfi nizkych
koncentracich a bioakumula¢nim potencidlu. Odstranovani tézkych kovti je v poslednich letech
tedy ¢asto feSenym problémem. V porovnani s konvenénimi fyzikalné-chemickymi postupy je
odstranovani tézkych kova prostfednictvim biologické redukce sirantt ii€¢innou technikou pro
upravu a redukei téchto latek v odpadnich vodach. Pouziti SRB ptinasi své vyhody, mezi které
patii vysoké odstranovani kovii pii nizkém pH, stabilni kal, velmi nizké provozni naklady a

minimalni spotieba energie [36].

Vyuzivé se rozdili v chemickych vlastnostech sirant a sulfidt. Sirany kova (Cd, Co,
Cu, Fe, Ni, Zn, Se, Pt) jsou oproti sulfidim vysoce rozpustné [37]. Dochazi tedy k vysraZeni
kovil redukei siranil a ziskané kovy pomohu byt znovu vyuzity. Aplikaci SRB nedochazi tedy

jen k detoxikaci, ale i k znovuziskani kovovych prvka [38].
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4.2 QOdstranovani sirant z odpadnich vod
Sirany se vyskytuji v podzemnich a v povrchovych vodach ve formé¢ jednoduchého

aniontu SO4?. Kromé vlivu na chut’ a moznych projimacich u¢inkt, nemaji hygienicky vyznam.
Koncentrace sirantl v povrchovych vodach se #idi naifizenim vlady CR ¢&. 82/1999 Sb., podle
kterého se stanovuji ukazatele a hodnoty piipustného stupné znecisténi vod. Podle legislativy
je maximalni pfipustnd koncentrace sirani ve vodarenskych tocich 200 mg/l a pro ostatni
povrchové toky 300 mg/I [39].

PtedevSim v primyslovych odpadnich vodach se musi pravidelné sledovat mnozZstvi
ptitomnych siranil, protoZe pii vyssi koncentraci (nad 1000 mg/l) dochazi k destrukci potrubi
nebo betonovych nddrzi. Sirany mohou pochéazet z kyseliny sirové, saddrovce, produkth
desulfurizace uhli a riiznych dalSich znecistujicich odpadnich latek z chemickych, textilnich,
metalurgickych a jinych provozi. Pomoci mikrobialni ¢innosti SRB Ize sirany odstranit. Jednim
z navrhi pro eliminaci sirani bylo sestaveni ti¢inného reaktoru za pouziti SRB Desulfuvibrio
desulfuricans a fotolitotrofnich bakterii rodt Chromatium nebo Chlorobium, jejichz tkolem je
oxidace nezreagovaného sulfanu na elementarni siru [11].

K prvnimu reaktoru obsahujicim Desulfovibrio desulfuricans je piivadéna voda
obsahujici sirany. Pti pH 6,5 a teploté 30 °C dochazi k redukci siranu na H>S. Vzniklé sulfidy
se hromadi u dna reaktoru, ze kterého se vypoustéji. Sirovodik je nasledné prfeveden do druhého
reaktoru obsahujiciho inertni plynny nosi¢ s fotolitotrofnimi bakteriemi Chlorobium
thiosulfatophilum nebo Chromatium vinosum. Nezreagovany sirovodik je zachycen. Sira se
roztavi v inertni atmosféfe a filtraci je separovana od biomasy, zatimco biomasa se pievede do

vyhiivaci nadrze a ziviny dileZzité pro mnozeni bakterii se odvadéji zpét do systému [11].

4.3 Negativni projevy siran-redukujicich bakterii

Mezi negativni vlivy SRB patfi zejména koroze. Uéinky koroze byly zaznamenany v
ptipadech, jako je rozsahlad koroze vrtacich a Cerpacich strojii a skladovacich nadrzi. Koroze
zeleznych trubek a riznych podpiirnych leSeni zvySuje ndklady v primyslovém odvétvi mnoha
zemi. Chemickd aktivita muze ptispét také ke korozi, ale az 15 % takovych ptipadi je
pfitazovano bakteridlnim ucinkiim neboli mikrobidlni korozi (MIC). SRB nezpiisobuji pouze

korozi Zeleza, ale je uvadéna také jejich aktivita na oceli a nerezové oceli [40].

Biokorozi u betonového odpadniho ¢i kanaliza¢niho potrubi také iniciuji SRB. Bakterie

rostou v sedimentech, na dné betonovych trubek a vznika sirovodik. Jakmile dosahne produkce
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sirovodiku aerobni zony, siru oxidujici bakterie produkuji kyselinu sirovou, kterd postupné

beton rozpousti [10, 40].

SRB hraji dulezitou ekonomickou roli i v ropném pramyslu, coz je dusledek jejich
vyskytu v okoli lozisek ropy. Tyto bakterie kontaminuji ropu tim, ze uvoliuji sirovodik do

ropnych produktii. Tim dochazi ke zvyseni obsahu siry v palivech [41].

Dokonce je uvadéno, ze SRB jsou zodpovédné za masivni thyn ryb, ryZzovych plodin a
umrti pracovnikli v kanalizacich v dusledku otravy sirovodikem. Lidé pracujici v kanalizacich

by méli proto pouzivat odpovidajici bezpe¢nostni pracovni postupy [40].

V disledku produkce sulfidi Zeleza v primyslovych procesech dochazi k ¢ernani a
zbarveni vyrobku a také k jejich znehodnoceni. Naptiklad v papirenstvi kontaminuji SRB vodu

a tim Cerna papir, ktery nelze pak vyuzit [42].
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5 Zarizeni pro zachyceni ionti kovi ze zneliSténych vod
biologickou imobilizaci

Nejznaméj$i pripady procest, kterymi je mozno imobilizovat sraZzenim nékolik
toxickych kovi, jsou déje spojené prave s biologickou redukci siranti, kdy vznikaji srazedla,
konkrétné ionty S?". SRB produkuji ionty S%, které poté reaguji s ionty kovii na sulfidy, obvykle
nerozpustné ve vodé. Jelikoz jsou SRB anaerobni bakterie, problémem u takového zatizeni
muze byt podminka absence kysliku v prostfedi téchto mikroorganismi. Anaerobni podminky
zajist'uji spravnou funkci mikroorganismi, kdy pro kolonové uspoiadani pouzivame bakterie,
které jsou vétSinou striktné anaerobni. NejCastéj$i zatizeni, jenz se uplatiuje v biologické
extrakcei kovi, je takové, jehoZ princip je zaloZzeny na dvoustupiiovém uspofadani. V prvnim
kroku dochazi k uvolnéni extrahovaného kovu z horninové matrice ¢innosti mikroorganismti,
a vV druhém kroku se tento kov vylucuje z vodné faze biologickym sraZzenim. AvSak vétSina
tohoto uspotfadani se zatim provadi pouze laboratorné a ve stavu techniky chybi metody
imobilizace nékterych kova (Pb, Zn, Ni, Cu, Hg, Ag) z primyslovych odpadnich vod, které¢ by
byly vice u¢inné s nizkymi naklady [34].

5.1 Tristupnové usporadani
Princip kolonového uspotfadani je zalozen na kombinovatelnosti tfi moduli se
specifickymi funkcemi. Téla moduli jsou vyplnéna danymi naplnémi, které slouzi jako nosice
pro mikrobialni biomasu a biofilm, produkovany bakteriemi, a zaroven slouzi jako aktivni
prvek v imobiliza¢nich procesech. Toto zafizeni vyuzivané pro zachyceni ionti kovi ze
znecisténych vod biologickou imobilizaci obsahuje tedy celkem 3 moduly a to: sirny, sulfidovy

a imobiliza¢ni modul [34].

V prvnim (sirném) modulu se vytvari optimdlni ristové podminky pro siru oxidujici
bakterie, napt. pro Thiobacillus. Kolona je napIlnéna nosi¢em obsahujicim siru. Napli se sklada
bud’ z elementarni siry, nebo smési elementarni siry s dal§im nosi¢em (hornina s pyritem).
Nosi¢ je pokryty bakterii Thiobacillus denitrificans, ktera oxiduje elementarni siru podle

rovnice 9:
CO, +S° + 2 H,0 +§ 0, - CH,0 + SO?™ + 2H* (9)

Tato bakterie produkuje siranové anionty. Do modulu je na vstupu pfivadén roztok
zivin, ktery mliZze obsahovat napf. fosforecnany, dusicnany a hydrogenuhli¢itany. Roztok

siranovych aniontii na vystupu je odvadén do sulfidového modulu [34].
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Druhy (sulfidovy) modul obsahuje nosi¢ s ukotvenymi siran-redukujicimi bakteriemi
napt. Desulfobacter hydrogenophilus, Desulfovibrio desulfuricans ¢i Desulfovibrio vulgaris.
Népln kolony mtize byt bud’ drceny zeolit, nebo slinuté sklo z rizn¢ tvarovanych castic. SRB
zde pfeménuji sirany predevsim na sulfidy. V tomto modulu miize byt regulovano pH. Bakterie
jsou ziveny siranovymi anionty a vyprodukované latky se odvadéji do tietiho modulu. Jak

z prvniho, tak druhého modulu se mohou odvadét metabolické plyny [34].

Ve tfetim (imobilizaénim) modulu dochazi ke srazeni kovil ze zneciSténych vod.
Neobsahuje napln, nebo mize byt vyplnén inertnim materidlem, ktery prodluzuje dobu
kontaktu roztoku sulfidovych aniontd s primyslovou odpadni vodou. Tento modul slouzici
Kk piecisténi od ionti kovii nerozpustnych ve vodé napt. Pb, Zn, Cr, As. Tento modul je opatien
trubkou, ktera vede roztok sulfidovych aniontti ze sulfidového modulu, dale piivodni trubkou,
ktera piivadi vodu pro Cisténi a na vystupu je umisténa ve spodni polovin¢ trubka pro odvod
preCisténé vody, kalu a srazenin [34]. Podrobné&jsi schéma tfistupiiového uspotadani je

znazorn€no na obrazku 5. V ramci této diplomové praci byl imobiliza¢ni modul vynechan.
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Obrazek 5 Tristupiiovy systém LITHIM [43]

1 - pFivod Zivin, 2 - vypust’, 3 - sirny modul, 4 - porézni prepazka, 5 - odvod sirani a metabolitd, 6 -
sulfidovy modul, 7 - odved sulfidd, 8 - imobiliza¢ni modul, 9 - odvod piecisténé vody, 10 - odvzdusiiovaci

ventil, 11 - pFivod technologicky zne¢isténé vody, 12 - odtah plyni
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6 Vybrané potencionalni mikroorganismy

Pro spravnou funkci biologického ¢isténi zejména prumyslovych odpadnich vod je
nutné vybrat vhodné mikroorganismy, jelikoz se zapojuji do podstatné ¢asti reak¢nich procest
a ovliviuji rozpustnost nékterych latek. Produkty jejich metabolismu se stavaji srazecimi
¢inidly pro fadu iontt a také mohou mit vliv pti prevodu latek z jedné faze do druhé. Uvedené
bakterie by mohly byt potencionaln€ vyuzity bud’ v sirném modulu (pro siru oxidujici bakterie),
nebo v sulfidovém modulu (pro siran-redukujici bakterie), v zafizeni slouzicim k zachyceni

iontd kovi ze znecisténych vod biologickou imobilizaci [34].

6.1 Desulfobacter hydrogenophilus

Desulfobacter  hydrogenophilus  patii do kmene Proteobacteria, tfidy
Deltaproteobacteria, ¢eledi Desulfobacteraceae a rodu Desulfobacter. Tento mikroorganismus
poprvé objevil Friedrich Widdel v roce 1987. Pravé tento striktné anaerobni druh je jednim,
ktery se vyuziva u zatizeni pro zachyceni iontt kovil. Radi se mezi gram negativni SRB a tvofi
tyCinky s ovalnym protahlym tvarem o délce 1-3 um a Sifce 1-1,3 um. Netvoii desulfoviridin.

Vyskytuje se jednotlivé nebo ve dvojicich. Netvofi spory a je nepohyblivy [44].

YL 'I/Io.! Y '.!

Obrazek 6 Desulfobacter hydrogenophilus [44]

Tento druh na rozdil od jinych zrodu Desulfobacter je schopny fakultativni
chemolithoautotrofie. Acetat je preferovanym obecnym elektronovym darcem a zdrojem
uhliku, a je zcela oxidovan na CO2. D. hydrogenophilus vsak také vyuziva Hz a roste autotrofné
s CO2 jako jedinym zdrojem uhliku. Jako koncové akceptory elektronti zde slouZi siran,
sifi¢itan nebo thiosiran, které se pak redukuji na H>S. Déle také mize vyuzivat jako zdroj uhliku

i jako donor elektront, pyruvat nebo ethanol [45].

Namisto pouziti Calvinova cyklu nebo acetylové drahy koenzymu A bylo zjisténo, ze

tento mikroorganismus obsahuje geny, které koduji unikatni cyklus reduktivni kyseliny
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citronové a vyuziva se jako prostiedek ke stanoveni CO». Prosttednictvim tohoto cyklu probiha
fixace uhliku. Tento jedine¢ny mechanismus umoziuje tak maximalni rist v konkrétnim
prostiedi [46]. D. hydrogenophilus se nejcastéji se vyskytuje v anoxickych brakickych nebo

mofskych sedimentech, sladkovodnich usazeninach nebo v aktivovaném kalu [45].

Optimalni teplotni rozsah pro rist je 28-34 °C, avsak byl zaznamenan rist i pti 0 °C.
Optimalni rozsah pH se pohybuje mezi 6,5 az 7,4. Pro kultivaci se pouzivaji jednoducha
definovand média obsahujici sulfid jako redukéni ¢inidlo, naptiklad motské médium s acetatem
jako substratem nebo mineralni médium motskeé typu se snizenym obsahem hydrogenuhli¢itanu
a sulfidu. D. hydrogenophilus vyzaduje i ptidavek vitamind. Dale je nutné ptidat vice jak 7 g
NaCla 1 g MgClz - 6H20 na litr média [44, 45].

6.2 Desulfobulbus mediterraneus

Tuto siran redukujici bakterii miZzeme morfologicky popsat jako gram negativni,
s vejcitym tvarem, Sitkou 1,2-1,7 um a délkou 1,4-3,2 um. Jednotlivé buiiky jsou pohyblivé.
Radi se mezi chemoorganotrofni organismy a je stejné jako D. hydrogenophilus striktné
anaerobni. Obsahuje cytochromy typu b a c. Byl izolovan ve Stfedozemnim mofi z hlubinného
sedimentu [47].

-
"%
i~
-

s 1

Obrazek 7 Desulfobulbus mediterraneus [47]

Desulfobulbus mediterraneus se biochemicky fadi mezi SRB s nelplnou oxidaci
substratu. Organismus je schopen vyuzivat propionat, pyruvat, laktat, sukcinat, fumarat, malat,

alanin, primarni alkoholy a mono- a disacharidy (glukdza, frukt6za aj.) jako donory elektronu,
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zatimco sulfat, sulfit a thiosulfat jsou akceptory elektronu. Kyslik mize byt pouzit také jako

akceptor elektronil, ale kmen neni schopny rist v ptitomnosti kysliku [48].

Teplotni rozsah pro rist se pohybuje od 10 °C do 35 °C s optimalni teplotou 25 °C.
Roste v prostiedi bohatém na NaCl (do 70 g) o pH v rozmezi mezi 6,3 az 8. Byla zaznamenana

I tvorba biofilmu na sklenéném sklicku [47].

6.3 Desulfosporosinus auripigmenti

Desulfoporosinus auripigmenti je gram negativni SRB, ktera tvoii zahnuté ty¢inky
ptipominajici klobasu, n€kdy se jednotlivé tyCinky shlukuji do delSich fetézcti. Pramér
jednotlivych bungk je 0,4 um a nemaji bicik, tedy jsou nepohyblivé. Tato SRB tvoii ovalné
subterminalni endospory. Diky spordm je schopnd piezit v nepiiznivych podminkach i po delsi
dobu. Tento anaerob byl izolovan ze sladkovodniho sedimentu, kontaminovaného arsenem
v USA. Pavodné byl klasifikovan jako Desulfotomaculum auripigmentum. Fylogenetické a
chemotaxonomické tidaje naznacuji, ze Desulfotomaculum auripigmentum je blize piibuzny

druhtim Desulfosporosinus nez jakémukoli druhu Desulfotomaculum [49].

Obrazek 8 Desulfosporosinus auripigmenti [49]

U této bakterie dochdzi opét k netiplné oxidaci substratu. Siran a thiosiran se redukuji
na sulfid v pfitomnosti laktatu, nikoliv v§ak v pfitomnosti acetatu nebo fruktozy. Akceptory
elektronu v pfitomnosti laktatu jsou arsenat a fumarat. Podle studie z roku 2006 to mohou byt
i sifi¢itany, thiosirany, sirany a sira [50]. Jako darci elektronu mohou byt vyuzity fumarat a

malat. V pritomnosti sirant i laktat nebo glycerol [49, 50].

Optimalni pH pro kultivaci je mezi 6,4 az 7. Jelikoz se Desulfoporosinus auripigmenti

fadi mezi mezofilni bakterie, vhodna teplota pro rist se pohybuje od 25 do 30 °C, nejlepsi narast
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byl pozorovan pti 28 °C. Pro kultivaci se vyuziva definovaného modifikovaného média dle

Widdela, dale Postgate médium, ptivodné navrzené pro Desulfovibrio [51].

6.4 Desulfomicrobium baculatum

Desulfomicrobium baculatum je gram negativni SRB, ktera se pohybuje pomoci
jednoho polarniho bi¢iku. Jednotlivé buiiky Ize morfologicky klasifikovat jako kratké tyCinky
se zaoblenymi konci, dlouhé ptiblizné 1-2 um a Siroké 0,6 um, Casto se shlukujicich do dvojic.
Netvofii endospory. Isolovana byla z vodou nasycené manganaté rudy a prirozené se vyskytuje

ve sladkovodnich vodach a v brakickych anoxickych sedimentech [52].

Obrazek 9 Desulfomicrobium baculatum [53]

D. baculatum je striktn€ anaerobni bakterie a mize mit bud’ respira¢ni, nebo fermentacni
metabolismus. Jako akceptory elektrond se vyuzivaji sirany, Sifi¢itany a thiosirany, které jsou
redukovany na HzS. Dusi¢nan se neredukuje. V pfitomnosti siranu jsou pyruvat a laktat netiplné
oxidovany na acetat a CO2. Kone¢nymi produkty jsou malat, fumarat a pyruvat a mohou byt
fermentovany pomoci sukcinatu a acetatu. D. baculatum je schopen vyuzivat ethanol jako
substrat. Pouziti ethanolu jako elektronového dérce zavisi na tom, zda kultivatni médium
obsahuje stopové prvky a to bud’ wolfram, nebo molybden [53, 54]. Bunky obsahuji
cytochromy typu b a c. Predev§im cytochrom c3 hraje roli pfi redukci siry a vazbé pfenosu
elektronii na hydrogendzy. Tato bakterie obsahuje n¢kolik odlisnych [NiFeSe] hydrogenaz,

které se nachazeji v riznych buné¢nych komorach [53].

Teplotni rozsah ristu se udava od 2 do 41 °C, optimalni teplota pro kultivaci je 30 °C
spH 7 az 7,5. Pro svou kultivaci nevyzaduje ptisun NaCl, ale jsou tolerovany koncentrace do

6% (m/V). Ani vitaminy nejsou pro rust nutné [53].
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6.5 Desulfovibrio desulfuricans

Dalsim mikroorganismem, ktery se fadi mezi SRB je Desulfovibrio desulfuricans.
Nekdy byva oznacovan jako Desulfovibrio desulfuricans ND32. Morfologicky jde o lehce
zahnuté ty&inky o praméru ptiblizné 0,75 um. Radi se mezi gram negativni anaerobni bakterie.
Je pohyblivy a produkuje bisulfat reduktazu, takzvany desulfoviridin. Neni schopny rdstu po
vystaveni teploté 90 °C po dobu 10 minut. Specializovany je v tom, ze ma schopnost produkce
methylrtuti (MeHg), coZ je pro lidi silny neurotoxin. Dale zptisobuje zna¢né riziko svymi
bioakumula¢nimi schopnostmi v blizkosti mist potravinatskych siti po celém svété a vede

k poskozeni ekosystémi [55].
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Obrazek 10 Desulfovibrio desulfuricans [55]

Mimo jiné maji i spojitost s nékterymi nemocemi gastrointestinalniho traktu, kvuli
jejich pomalému, nadmérnému rastu ve smiSenych kulturach a obtizné identifikaci byvaji ¢asto

ptehlizeny a jejich vyskyt v lidskych nemocech byva podceniovan [56].

D. desulfuricans je nekompletni oxidant s omezenou metabolickou flexibilitou.
Nejsilngjsi rast byl pozorovan béhem sulfatoveé respirace, kdy zdrojem uhliku byl bud’ laktat,
nebo pyruvat. Fermenta¢ni rist nastava na pyruvatu za nepiitomnosti siranu. Neni schopen riist
pouze na samostatném laktatu jako akceptoru elektroni, naopak je schopen vyuzit fumarat nebo
mravencan béhem sulfitové respirace. VSechna média obsahujici mravencan zahrnuji jako
zdroj uhliku i acetat, dilezity pro buné¢nou syntézu. Vyuziva se piedevsim dobré schopnosti
ristu pomoci fumaratu jako akceptoru elektrontl, ktery brani sulfidové inhibici methylace rtuti,

a pyruvatu jako elektronového darce [55].
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Tento kmen ma vynikajici schopnost ptizplsobit se okolnimu prostiedi, zatimco udrzuje
optimalni strukturu bunék pro piijem zivin a umoziuje anaerobni produkci methylortuti. Bézné
se vyskytuje v odpadnich vodach, pudé, v oblastech ropnych poli. Hojna nalezisté jsou
v anoxickych mistech ptid a v sedimentech a to hlavné v moftich, kde se jim dobie dafi diky
vysoké koncentraci siranovych iontt [55]. Jak uz bylo zminéno, nachazi se i v zazivacim traktu
zvifat a u lidi mize zpusobit vazné onemocnéni [56].

D. desulfuricans je sice anaerob, ale navzdory tomu bylo zjisténo, Ze je schopen rtstu
acetylkoenzym a také diky stabilni struktufe pyruvat-feredoxin oxidoreduktaze [57]. D.
desulfuricans je mezofilni bakterie tolerujici stil. Optimalni koncentrace NaCl pro jeho rist je
cca 2 % (uvadi se 1 0-3 %). Vhodné pH se pohybuje v rozmezi kolem 6,8-8,2. Nejvétsi rust byl
pozorovan pii pH 7,8 s teplotou 32 °C [55].

Jako vhodné médium na kultivaci se pouziva tzv. Postgate médium B nebo C. Dalsim
vyuzivanym médiem je modifikované Baarovo médium pro reduktory siranu nebo trypticasovy
sojovy agar. Sulfat vS§ak nemusi byt nutny pro rast, protoze bylo prokdzano, ze miize byt

péstovan v pyruvatovém prostiedi bez sulfatu [58].

6.6 Desulfovibrio vulgaris

Desulfovibrio vulgaris ma zahnuté ty¢inky dlouhé ptiblizné€ okolo 1,6 um, je pohyblivy
s jedinym polarnim bic¢ikem. Tento anaerob tvofi desulfoviridin, ale netvofi spory [59].
Nejvyuzivangj§im kmenem, piedev§im pro vyzkumy je D. vulgaris pochazejici z oblasti
Hildenborough ze Spojen¢ho krélovstvi, kde byl poprvé izolovan v roce 1946 z hliny. Slouzi
jako modelovy organismus pro studium obecného energetického metabolismu SRB, dale pro
pochopeni dopadu na ekonomiku, vcetné biokoroze kovové infrastruktury i bioremediace

toxickych kovovych iontd [9].
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Obrazek 11 Desulfovibrio desulfuricans [60]

Jako zdroj uhliku pro D. vulgaris Hildenborough slouzi laktat/siran nebo jsou vyuzivany
i jiné zdroje, jako je pyruvat, formiat a nékteré primarni alkoholy. D. vulgaris Hildenborough
neni schopen metabolizovat fumarat nebo malat, ale miize fermentovat pyruvat v neptitomnosti
siranu, avSak ne pfili§ s velkym efektem, protoze vzhledem k nekompletnimu cyklu kyseliny
trikarboxylové jsou zdroje uhliku oxidovany pouze na troven octanu [61]. Tato bakterie je
unikatni v tom, ze ma schopnost snizovat vysoce rozpustny a toxicky Cr (VI) na mén¢ toxicky

a mén¢ rozpustny Cr (III) [62].

Obecné se vyskytuje v anoxickych podpovrchovych plochach, jako jsou sedimenty a
spodni vody, kde Ize nalézt rizné slouceniny v disledku mikrobidlniho rozkladu organickych
materiali pochazejicich z rostlin nebo zvitat [61]. Dale se hojné vyskytuje v oblasti ropnych
poli, kde jeho metabolismus ma velmi negativni dusledky pro ropny primysl. Zpisobuje

napiiklad koroze vrtacich a ¢erpacich strojii nebo skladovacich nadrzi [9].

D. vulgaris se fadi mezi mezofilni bakterie. Optimalni teplota pro rust je 37°C, ale i
niz81 (33°C) s vhodnym pH okolo 6,5 az 7,3. MiiZe rust i v zasadit¢j$i nebo kyselejsi oblasti pii
vhodné zvolenych podminkéach. Ukazalo se, Ze ma schopnost také rist pii nizkych hladinach

kysliku [63]. Pro kultivaci se pouziva opét Postage médium [64].
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6.7 Thiobacillus denitrificans

Thiobacillus denitrificans spada do B-podtiidy Proteobakterii. Jednotlivé bunky lze
morfologicky klasifikovat jako gram negativni kratké tyCinky, schopné pohybu pomoci
polarniho bic¢iku. Podobné jako D. hydrogenophilus je tento mikroorganismus schopen
chemolithoautotrofie, na rozdil od n¢j neni striktn¢ anaerobni, ale pouze fakultativné anaerobni.
Vytvarii Ciré nebo slabé opalescentni kolonie na thiosulfaitovém ¢i dusi¢nanovém agaru.
Optimalni teplota pro rist se pohybuje mezi 28 — 32 °C s pH 6,8 — 7,4. T. denitrificans je
v piirodé¢ velice rozSifeny. Vyskytuje se v puadach, blaté, sladkovodnich i motskych

sedimentech, odpadnich vodach a kanalizacich pfedevsim za anoxickych podminek [65].

Obrazek 12 Thiobacillus denitrificans [66]

Na rozdil od ptedeslych uvedenych SRB se fadi mezi siru oxidujici bakterie. Miize
ovliviiovat cyklus uhliku, siry, dusiku i1 Zeleza v pidach, sedimentech a kontaminovanych
podzemnich vodach, kde se vyuZziva jeho schopnosti pieménovat toxické a rizikové latky na

latky netoxické [66].

Rust T. denitrificans za anaerobnich podminek, kdy jako zdroj energie muze poslouzit

sulfid a dusi¢nan je tedy koncovym akceptorem, nam vyjadfuje tato souhrnna rovnice:
H,S+HS™ + NO3 + CO, + HCO; + NH; - SO~ + N, + CsH,0,N + H* (10)

Jeho schopnost oxidovat Fe?* v zavislosti na dusi¢nanech pti anaerobnich podminkach
by mohla ovliviiovat transport kovli a radionuklidi v podpovrchové vrstvé, protoZe mineraly,

které jsou tvoteny oxidy Zeleza (Fe®*"), maji schopnost absorbovat t&zké kovy a radionuklidy,

napiiklad uran [67].
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Tento mikroorganismus je také schopen autotrofni denitrifikace, ¢ehoz se vyuziva prave
k odstranéni dusi¢nanovych a dusitanovych iontt z kontaminovanych vod, které by jinak mohly
zpusobit naptiklad eutrofizaci vod a negativné tak ovlivnit Zivotni prostfedi. Negativni dopad
maji dusi¢nanové ionty i na lidské zdravi, kde mohou zptisobovat methemoglobinémii. Energii
ziskava oxidaci elementarni siry a dalSich anorganickych sirnych sloucenin. Uvolnéné
elektrony se vyuziji za anoxickych podminek pro redukci dusi¢nanovych nebo dusitanovych

iontd az na molekuly plynného dusiku za pomoci enzymatické katalyzy [68].

Tohoto principu se vyuziva také v ptipadé€ jiz zminéného kolonového systému, aby se
vytvoftilo pozadované anaerobni prostiedi. V prvni koloné T. Denitrificans produkuje siranové
anionty a vytvaii tak i vhodné podminky pro D. hydrogenophilus, ktery je umistén do druhé

kolony. Uvolnéné sirany se pak pfeménuji na sulfidy [34].

6.8 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis patii mezi gram pozitivni bakterie, ptivodné byl pojmenovan jako
Vibrio subtilis. Jednotlivé butiky jsou morfologicky klasifikovany jako ty¢inky o délce 4 — 10
um a praméru 0,25 — 1 pm [69]. Tento obligatné acrobni mikroorganismus je pohyblivy se
schopnosti vytvaiet vysoce rezistentni endospory, diky kterym mtize piezit drsné podminky
jako je UV zafeni, oxidacni stres, vysoka teplota ¢i vakuum. Jeho vyskyt je vSudypfitomny a
snadno se ptizptisobuje v riznych prostfedich biosféry. T¢zké je urcit pfimo skute¢né prostiedi,
kde Bacillus narostl. Spory mohou byt unaseny vétrem a migrovat na dlouhé vzdalenosti a
akumulovat se v jiném misté, ale bézné se vyskytuje nejéastéji v pud¢ [70]. V laboratornich
podminkach je schopen rist v teplotnim rozmezi od 11 do 52 °C. Optimalni teplota rastu je 37

°C ptipH 7,5 [71].

Obrazek 13 Bacillus subtilis [72]
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Tato bakterie neni patogenni. Casto se vyskytuje v gastrointestinalnim traktu zvifat i
lidi. Pro jeho probiotické vlastnosti se pridava do potravy za tcelem zlepSeni stravitelnosti,

stfevni mikroflory a imunitni modulace [73].

Bacillus subtilis patfi mezi nejvice zkoumané bakterie a ¢asto slouzi jako modelovy
organismus pro rizné laboratorni studie i pro vyzkum gram pozitivnich bakterii. Popularni je
pro své vynikajici fermentaéni vlastnosti, vysoké produktové vytézky (20 — 25 g/l) bez
toxickych vedlejSich produktt [74]. Dale je vyuzivan v pramyslu pro jeho riznorodou aplikaci.
Prvni jeho aplikace byla pfi vyrobé japonského potravinaiského vyrobku sloZeného
z fermentované s0ji jiz o tisic let diive. Tato bakterie je velkym zdrojem uziteCnych enzymu a
je schopna vylucovat velké mnozstvi proteini do kultivatniho média. Z toho divodu je
povazovan za jakousi bunénou tovarnu pro primyslové enzymy a bioléciva. V molekularni
biologii se vyuziva pro pfipravu rekombinantnich proteini [74, 75]. Také vykazuje
antagonistické vlastnosti zpisobené hlavné produkci antifungélnich antibiotik. V zemédélstvi
se vyuziva jako fungicid, kdy houbovité organismy a plisn¢ hynou v disledku nedostatku zivin

diky jeho snadnému a rychlému ristu [76].
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CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat literdrni reSerS§i zaméfenou na
mikroorganismy, schopné redukovat sirany na sulfidy. Tyto bakterie se vyuzivaji Vv
druhém sulfidovém modulu u zafizeni slouzici k zachyceni iontd kovli ze znecisténych vod
biologickou imobilizaci. Cilem experimentalni ¢asti bylo provést laboratorni testy s vybranymi
mikroorganismy zaméfené na produkci sulfidd Vv zavislosti na riznych experimentalnich

podminkach a ziskané vysledky experimentti vyhodnotit a kriticky zhodnotit.
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EXPERIMENTALNI CAST
7 Pouzity material
Pouzité mikroorganismy

Pro prvni stupen kolonového systému byl pouzit referen¢ni kmen Bacillus subtilis CCM
2216 pochazejici z némecké sbirky mikroorganismi DSMZ. Stejné¢ tak byl pouzit pro
optimalizaci druhého stupné kolonového systému Desulfobacter hydrogenophilus DSM 3380,

taktéZ z némeckeé sbirky mikroorganismit DSMZ.

Pomiicky

Odmérné kadinky a valce riznych objemu, Erlenmayerovy banky, stticky, pinzety,
gumove zatky, 1zicky, sklenéné zkumavky (15 ml), plastové zkumavky (50, 15 ml), sklenéné
zasobni lahve riznych objemd, mikropipety, pipety, $picky, Pasteurovy pipety, Petriho misky,
jednorazové ockovaci klicky, kryci a podlozni sklicka, kahan, anaerobni box, sada na kyvetovy

test LCK 563, gumové hadice, kolony, kanystry riznych objemt, plastové stojany.
Pristroje

V tabulce 2 je uveden seznam vSech pouzitych ptistroji véetné jejich vyrobct.

Tabulka 2 Seznam pouzitych pristroji

Nazev Vyrobce
Analytické vahy Kern ABJ
Autoklav Systém VX-40
Cerpadlo Envicomp, KNF SIMDOS
Horkovzdus$ny sterilizator Memmert
Chladnicka Electrolux
Mrazak Gorenje
Mikroskop Nikon Eclipse 80i s dig. Kamerou DSFI-1
Ptedvazky Kern 440-49N
Spektrofotometr UV-VIS DR6000 Hach
Termostat Memmert
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Pouzité chemikalie a reagencie

V tabulce 3 je uveden seznam vsech pouzitych chemikalii a reagencii.

Tabulka 3 Seznam pouzitych chemikalii

Nazev Vzorec Vyrobce
Demineralizovana voda H20 UPa
Dihydrogenfosforec¢nan draselny, p.a. KH2PO4 Lach-Ner
Dusi¢nan draselny, p.a KNO3 Lach-Ner
Dusi¢nan sodny, p.a. NaNO3 Lach-Ner
Etanol denaturovany C2HsOH Penta
Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, p.a. | Na:HPO4-12H.0 Lach-Ner
Hydrogenuhli¢itan sodny, p.a. NaHCOs3 Penta
Chlorid amonny, p.a. NH4CI Penta
Chlorid draselny, p.a. KCI Lach-Ner
Chlorid hote¢naty hexahydrat, p.a. MgCl,-6H20 Lach-Ner
Chlorid sodny, p.a. NaCl Lach-Ner
Chlorid vapenaty hexahydrat, p.a. CaCly-6H.0 Lach-Ner
Chlorid zelezity FeClz Penta
Krystalova violet CasH30N3Cl Merck
Kvasnicovy extrakt HiMedia
Lugoliv roztok Kls Merck
Masovy extrakt HiMedia
Octan sodny CHsCOONa
Odbarvovaci roztok Merck
Pepton bakteriologicky HiMedia
Safranin CisH12Nx Merck
Siran amonny, p.a. (NH4)2S04 Lach-Ner
Siran hotecnaty heptahydrat, p.a MgSQ4-7H20 Lachema
Siran manganaty monohydrat, p.a. MnSO4-H20 Penta
Siran sodny, p.a. Na>SO4 Lach-Ner
Siran Zeleznaty heptahydrat, p.a. FeSO4-7H20 Lach-Ner
Thioglykolat sodny 96% C2H302NaS HiMedia
Thiosiran sodny, p.a. Na2S203 Lachema
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8 Kultiva¢ni média a roztoky
Fyziologicky roztok

Do 1 litru destilované vody bylo pfiddno 9 g NaCl. Takto pfipraveny fyziologicky
roztok byl sterilizovan v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut a déle uchovan v chladnicce

pfti teploté 5 °C.

S8 médium

Dle sloZeni uvedeného v tabulce 4 bylo navazeno celkem 28,77 g ptipravku. To vSe bylo
pievedeno do 1 litru destilované vody. Vysledny roztok byl sterilizovan v autoklavu pii 121 °C
po dobu 15 minut. Takto pfipravené médium bylo ponechano v zasobni lahvi a uchovano

V chladnicce pfi teploté 5 °C.

Tabulka 4 SloZeni S8 média

SloZeni g/l
NazHPO4-12H20 1,2
KH2PO4 11,8
MgSQO4-7H20 0,1
(NH4)2S04 0,1
CaCl,-6H20 0,03
FeCl3 0,02
MnSO4-H.0 0,02
Naz2S.03 10
NaHCO3 0,5

KNO3 5

Modifikované Van Houten médium

Dle sloZeni uvedeného v tabulce 5 bylo navazeno celkem 9,26 g pfipravku. Nasledné
bylo pfidano 5 ml zésobniho roztoku thioglykolatu sodného a 100 ml zasobniho roztoku soli,
jehoz slozeni je uvedeno v tabulce 6. Postup ptipravy roztoku je totozny s ptipravou média. To

vSe bylo pfevedeno do 1 litru destilované vody. Vysledny roztok byl sterilizovan v autoklavu
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pti 121 °C po dobu 15 minut. Takto pfipravené médium bylo ponechano v zasobni lahvi a

uchovéavano v chladnicce pfi teploté 5 °C.

Tabulka 5 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 des.H20)
Na2SO4 4,953
KH2PO4 0,409
NH4ClI 0,297
MgCl.-6H20 0,091
CaClz-6H.0 0,178
NazHPO4-12H20 1,32
KCI 0,385
NaHCOs 1,209
Zésobni roztok soli 100 ml/I
Tabulka 6 SloZeni zasobniho roztoku soli
SloZeni g/l
NH4CI 3,5
KH2PO4 0,6
FeSO4-7H20 10
MgClz-6H.0 18,35
CaClz-6H20 10

Masopeptonovy bujon, masopeptonovy agar

Piiprava masopeptonového bujonu (MPB) a masopeptonového agaru (MPA) je téméft
stejnd a lisi se pouze piitomnosti agarového prasku v piipadé MPA. Tabulka 7 je tedy spolecna
pro oba druhy médii. Dle slozeni uvedeného v tabulce 7 bylo navazeno pro pripravu MPB
celkem 20 g pripravku. To vse bylo pfevedeno do 1 litru destilované vody. Vysledny roztok byl

sterilizovan v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut a takto pfipravené médium uchovano
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Vv zasobni lahvi v chladniéce pfti teploté 5 °C. Pro ptipravu MPA bylo navazeno celkem 40 g
ptipravku a ptevedeno d 1 litru destilované vody. Po upravé pH vysledného roztoku na hodnotu
ptiblizné 7,2 byl vysledny roztok sterilizovan v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.
M¢édium pro MPA bylo rozlito na sterilni plastové Petriho misky o tloust’ce pohybujici se v
rozmezi 3 — 4 mm a takto ptipravené pudy byly uchovany v chladniéce pfi teploté 5 °C pro

dalsi manipulaci.

Tabulka 7 SloZeni masopeptonového bujoénu a agaru

SloZeni g/l

Masovy extrakt 10

Pepton bakteriologicky 5

NaCl 5

Agar (pro MPA) 20
Konec¢né pH (pti 25 °C 7,2 £ 0,2)

Zivny roztok pro Desulfobacter hydrogenophilus

Pro zivotaschopnost SRB se do sulfidového modulu davkuje pfi pritoku (65-109 mi/h)
zivny roztok, jehoZ sloZeni je uvedeno v tabulce 8. Celkem bylo navazeno 9,28 g piipravku.
Nasledn¢ bylo ptidano 0,4 ml etanolu. To v§e bylo pievedeno do 1 litru kohoutkové vody. Takto
piipraveny zivny roztok byl sterilizovan v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut a poté

uschovan v chladnicce pfti teploté 5 °C.

Tabulka 8 Slozeni Zivného média pro SRB

SloZeni g/l
CH3COONa 2,306
NaCl 3
MgCly-6H,0 2
Na2SO4 1,5
NaNO3 0,0274
KH2PO4 0,45
Etanol 0,4 ml
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9 Pracovni postupy

9.1 Priprava aerobni bakterialni kultury

Bakteridlni kultura byla pfipravena ozivenim dlouhodob¢ skladované kultury aerobniho
mikroorganismu B. subtilis, ktera byla uchovana v kryozkumavce v mrazaku. Nasledné byla
inkubovana 24 hodin pfi 30 °C a pieockovana do nového média (MPA, MPB) a znovu
inkubovana za stejnych podminek. Takto piipravena kultura byla uchovana v chladnic¢ce pfi

teploté 5 °C pro pozd¢jsi manipulaci.

9.2 Priprava anaerobni bakterialni kultury

Bakteridlni kultura byla pfipravena ozivenim dlouhodobé skladované kultury
anaerobniho mikroorganismu D. hydrogenophilus, ktery byl uchovan v kryozkumavce v
mrazaku. Pro manipulaci s anaerobnimi mikroorganismy je nutné pouzit anaerobni box, ktery
umoziuje pracovat za inertni atmosféry ptisunem inertniho N2. Do média, pfislusného pro dany
mikroorganismus bylo napipetovano 100-200 ul bakterialni kultury v zavislosti na celkovém
objemu média. Nasledné byly zasobni lahve v boxu uzavieny a inkubovany piiblizné 7 — 10 dni

pii 30 °C. Poté byly pfipravené kultury ponechany v chladni¢ce pro pozd¢jsi manipulaci.

|

Obrazek 14 Anaerobni box
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9.3 Barveni dle Grama

Na podloznim sklicku byla v kapce fyziologického roztoku rozetiena bakterialni
suspenze. Po zaschnuti byla kultura zafixovana plamenem kahanu. Nasledné bylo provedeno
barveni pomoci krystalové violeti po dobu 60 s. Barvivo bylo slito a preparat byl prevrstven
Lugolovym roztokem po dobu 20 s a oplachnut alkoholem, poté i destilovanou vodou po dobu
5 s. Preparat byl dobarven safraninem po dobu 60 s a oplachnut destilovanou vodou po dobu 5
s a osusen. Takto pfipraveny preparat byl pozorovan pomoci mikroskopu Nikon Eclipse 80i v

reZzimu fdzového kontrastu pfi celkovém zvétSeni 1000x s imerzi.

9.4 Kaultivace bakterialniho biofilmu

Pro kultivaci bakterialniho biofilmu bylo vybrano celkem 6 nosicti. Prvnim nosicem byl
zeolit, dale vapenec, plastové krouzky a akvaristické nosice Substrat Pro a Biomech od firmy
EHEIM. Vsechny tyto nosi¢e byly také jiz testovany Vv ptredeslé diplomové praci pro

optimalizaci prvniho stupné kolového systému [43]. Poslednim testovanym nosi¢em byl pyrit.

Jednotlivé nosice byly nejdiive nékolikrat proplachnuty destilovanou vodou a zbaveny
tak mechanickych necistot. Nasledné byly sterilizovany v horkovzdusném sterilizatoru pfti

teploté 145 °C po dobu 48 hod. Plastové krouzky byly sterilizovany pii 80 °C po dobu 48 hod.

Do 100 ml uzaviratelné lahve bylo pievedeno piiblizné 80 ml média Van Houten, do
kterého byla zaoCkovana bakterialni kultura D. hydrogenophilus. Cely tento postup probihal
Vv anaerobnim boxu. Nasledné bylo médium s bunéénou kulturou inkubovano pti 30 °C po dobu
7 — 10 dni. Stejny postup byl opakovan i s bakterialni kulturou Bacillus subtilis s tim rozdilem,
7e jako médium bylo pouzito MPB, do kterého byla tato bakterie zaoCkovana a nésledné

inkubovana.

Pro otestovani, zda B. subtilis poptipadé i D. hydrogenophilus je schopen na vybranych
nosicich tvofit biofilm, byly do 50 ml plastovych zkumavek asepticky pievedeny piedem
promyté a vysterilizované nosi¢e. Obsah zkumavky byl doplnén 1:1 médiem s bakterialni
suspenzi B. subtilis a ¢istym MPB (pro D. hydrogenophilus doplnéno ¢istym Van Houten
médiem) a zkumavky byly hermeticky uzavieny a nasledné inkubovany. Po uplynuti 7 dni byl

proveden prikaz biofilmu na jednotlivych nosicich.
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9.5 Prukaz bakterialniho biofilmu

Pro prikaz bakteridlniho biofilmu byl pouzit komeréni ptipravek Biofinder od
Spanélského vyrobce ITRAM HIGIENE, ktery se vyuziva bézné¢ pro kontrolu hygieny
V potravinaistvi a mel by detekovat biologickou aktivitu mikroorganismu pfilnutych k povrchu.
Tento oranzové zbarveny gelovy pripravek se sklada z fady roztokli (chemické produkty a
¢inidla), které v pritomnosti aktivnich katalasy pozitivnich mikroorganismti pfeméni peroxid
vodiku na kyslik a vodu, coZ se projevi vznikem bublinek a pény. Po naneseni ptipravku lze
pozorovat vysledek jiz béhem par vtefin, pfi negativnim nalezu nedochazi k Zadnym zménam

[77].

Pro priikaz biofilmu bylo z plastovych zkumavek odebrano pinzetou nékolik vzorki
jednotlivych nosi¢li. Nosie byly ndsledné nékolikrat oplachnuty destilovanou vodou a
polozeny na sterilni Petriho misku, kde na né byl aplikovan ptipravek Biofinder. Po 5 minutach

plsobeni byly vizualn€ odecteny vysledky.

9.6 Konstrukce dvoustupiiového usporadani kolonového systému

Pro zjednoduseni byl tfistupiiovy systém poupraven a zjednodusSen tak, ze prvni kolona
(sirny modul) a druha kolona (sulfidovy modul) byly ponechany, zatimco posledni kolona
(imobiliza¢ni modul) je pro optimalizaci produkce sulfidi nepotiebna a byla vynechana. Misto

tiistupfiového bylo ponechano tedy dvojstupniové uspotadani.

Cely systém se sklada ze sklenénych kolon, které jsou mezi sebou propojeny gumovymi
hadickami, které privadi a odvadi zivny roztok s médiem do zasobniho barelu. VSechny soucasti
kolon byly pted pouzitim vysterilizovany v horkovzdusném sterilizatoru pfi teploté 145 °C po
dobu 48 hod. Plastové barely, hadice i1 sklenéné kolony byly proplachnuty denaturovanym
lihem a nasledné vysviceny baktericidni UV lampou. Jednotlivé sklenéné spoje byly pied
konstrukci promazany vazelinou. Po pritkazu biofilmu byly vybrany celkem 4 vhodné naplné
nosicl do kolon a to pyrit, vapenec, akvaristicky nosi¢ Biomech a zeolit. Jednotlivé nosice byly
pfed pouzitim proplachnuty destilovanou vodou a sterilizovany. Kazdy nosi¢ byl nasypan do
jedné kolony. Do kazdé kolony bylo déale nalito médium Van Houten obsahujici D.
hydrogenophilus a ¢ist¢é médium Van houten s pomérem 1:1. Postupné se piechazelo z média
na zivny roztok. Kolony byly poté obaleny alobalem, aby nedoslo k destrukci bakterii pti
vysviceni mistnosti UV lampou. Dale byly sestaveny dvé kolony stejnym postupem obsahujici

akvaristicky nosi¢ s imobilizovanou bakterii Bacillus subtilis, které byly nasledn¢ zality MPB.
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Prvni faze se skladdala ze ctyf kolon plnénych véapencem, zeolitem, pyritem a
akvaristickym nosi¢em (viz ptiloha). Po odebrani vzorkt z kolon byly vzdy doplnény novym
zivnym roztokem pro SRB. Takto byly kolony ponechany pfi laboratorni teploté ptiblizné tii
mesice pro kultivaci biofilmu a naslednou produkcei sulfidi. Kolona se zeolitem byla po Case
odstranéna z diivodu nedostatecné kultivace biofilmu D. hydrogenophilus. Kolona s pyritem

byla ponechdna v tomto stavu az do konce testovani.

V dalsi fazi testovani bylo ke koloné obsahujici vapenec a akvaristicky nosi¢ ptipojeno
cerpadlo, diky kterému se mohl fidit pratok zivného roztoku kolonami. Spodem byly pfivadény

ziviny pomoci gumovych hadi¢ek a horem odvadény do sbérného barelu.

V posledni fazi ke koloné s vapencem a koloné s akvaristickym nosi¢em byly ptipojeny
pies gumové hadi¢ky 2 kolony obsahujici imobilizovany B. subtilis na akvaristickém nosici.
Fotodokumentace tohoto dvoustupniového uspofadani je uvedena v piiloze. Prvni dvé kolony
s B. subtilis vytvafeji vhodné anaerobni podminky pro bakterii D. hydrogenophilus
imobilizovanou na nosic¢ich v dalSich kolonéach. Pies zapojené Cerpadlo byl nejdiive Cerpan do
kolon MPB, ktery byl nejdiive fedén postupné destilovanou vodou, az se nasledné pieslo na
zivny roztok pro SRB. Opét bylo médium i zivny roztok pfivadén ze spodni ¢asti a odvadén

Z horni ¢asti do sbérného barelu.

9.7 Stanoveni sulfidi

Pro stanoveni sulfidt byl vyuzit komercné dostupny kyvetovy test LCK 653 od némecké
firmy HACH s rozsahem méfeni 0,1 — 2 mg/l S%. Tato sada zajistuje maximalni piesnost a
efektivitu pfi méfeni, snadnou a bezpecnou manipulaci. Baleni obsahuje mérné kyvety
s ¢arovym kodem, reagencie a navod. Princip testu je zaloZzen na reakci Dimethyl-p-
fenylendiaminu se sirovodikem za vzniku meziproduktové slouceniny, ktera se méni na

leukomethylenovou modr a ta se oxiduje na methylenovou modi pomoci zelezitych iontt [78].
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Sulficls

Obrazek 15 Sada kyvetového testu pro stanoveni sulfidi [79]

Pro stanoveni koncentrace sulfidi byl postup nasledujici. Z kazdé kolony obsahujici
jiny druh nosice s biofilmem tvofenym D. hydrogenophilus bylo odebrano 15 ml vzorku do
plastové zkumavky. Ze zkumavky byly pipetovany 4 ml do mérné kyvety. Nasledn¢ bylo do
kyvety pipetovano 0,2 ml reagencie. Kyvety byly uzavieny, nékolikrat protfepany a nasledné
inkubovany 10 minut pfi laboratorni teploté. Po uplynulé dobé byly vzorky proméfeny na
spektrofotometru  HACH DR 6000 pii vinové délce 665 nm. Mnozstvi sulfidi
vyprodukovanych SRB se stanovovalo nejdiive pouze z jednotlivych kolon obsazenych
anaerobni bakterii. V dalsi fazi se stanovovaly sulfidy po zapojeni ¢erpadla pii rizném pratoku
pro SRB. Ob¢é média nejdiive prochazela kolonou s B. subtilis a nasledné pies kolony naplnéné
vapencem a akvaristickym nosi¢em obsahujici biofilm D. hydrogenophilus, ze kterych byly

odebirdny vzorky pro stanoveni sulfida.

9.8 Meéreni koncentrace rozpusténého kysliku

Z kolony bylo odpusténo 15 ml vzorku do plastové zkumavky. Po stanoveni sulfida se
ze zbytku vzorku (pfiblizn€ 10 ml) stanovovala koncentrace rozpusténého kysliku. Koncentrace
rozpusténého kysliku byla méfena pomoci standardni optické kyslikové elektrody LDO, ktera
funguje na principu luminiscencniho zhaseni. Pfed méfenim byla elektroda oplachnuta
destilovanou vodou a osuSena. Nasledné se elektroda pfipojila k digitdlnimu multimetru
HQ30D. Vzorek byl prelit do cisté kadinky, do které po zapnuti pfistroje byla umisténa
elektroda, a spustilo se méfeni. Po ustaleni rovnovahy byla odectena hodnota koncentrace

rozpusténého kysliku v mg/I.
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9.9 Meéreni oxida¢né-redukéniho potencialu

Z kolony bylo odpusténo 15 ml vzorku do plastové zkumavky. Hodnota ORP byla
méfena standardni plnitelnou ORP argentochloridovou elektrodou s keramickym solnym
miistkem. Pfed méfenim byla elektroda oplachnuta destilovanou vodou a osusena. Po pfipojeni
elektrody k digitalnimu multimetru HQ30D byla dale elektroda umisténa do kadinky, do které

byl umistén vzorek. Po ustaleni rovnovahy byla odectena hodnota ORP v mV.

9.10 Méreni pH

Z kolony bylo odpusténo 15 ml vzorku do plastové zkumavky. Hodnota pH byla méfena
standardni gelovou pH elektrodou. Elektroda byla pfed méfenim oplachnuta destilovanou
vodou a osusena. Poté¢ byla elektroda piipojena k digitdlnimu multimetru HQ30D. Po vyzvani
piistroje byla elektroda umisténa do kadinky se vzorkem a spusténo méfeni. Po ustaleni

rovnovahy byla odec¢tena hodnota pH.

9.11 Méreni priitoku

Priitok kolonami byl zajistén pomoci cerpadla, na kterém se nastavila konkrétni hodnota
prutoku. Byl méfen objem proteklého média ¢i Zivného roztoku za jednotku ¢asu ve druhé a
tieti fazi kolonového systému a to tak, Zze do plastovych zkumavek byl odvadén vzorek
hadickami pomoci ¢erpadla z jedné kolony, ktera obsahovala vapenec a z druhé kolony, ktera
byla naplnéna akvaristickym nosicem. Aby byl zajistén stejny Cas pratoku obéma kolonami,
hadicky, kterymi ptitékal zivny roztok, byly ptiSkrceny podle potfeby. Prutok se méfil pro
zajisténi dostateného mnozstvi zivného roztoku a média davkovaného do kolon. Vysledny

naméteny objem byl pfepocitan na 1/24hod.
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10 VYSLEDKY A DISKUZE

10.1 Prvni stupen kolonového systému

Vzhledem K ptechozim experimentim prvniho stupné biologické imobilizace byl
puvodni T. denitrificans pro své nedostate¢né ucinky nahrazen B. subtilis, u kterého dochazi k
rychlejSimu pomnozZeni a jeho naroky na kultivaci jsou daleko niz$i. Pfed samotnym sestavenim
prvniho stupné (sirného modulu) kolonového systému, obsahujiciho dany nosi¢ a biofilm
bakterie B. subtilis, musela byt tato bakterie pomnozena. Do uzaviratelné 11 lahve bylo
pievedeno potiebné mnozstvi MPB a do n¢j rozetfena bakteridlni kultura. Nasledovala

inkubace a poté byl ovéfen rist biofilmu.

10.1.1 Vyhodnoceni prikazu bakterialniho biofilmu B. subtilis
Pro ovéfeni rustu biofilmu B. subtilis na jednotlivych nosi¢ich byl pouzit ptipravek
Biofinder, ktery se aplikoval na nosi¢ s bakteridlnim biofilmem. Po 5 minutdch ptsobeni

piipravku byly vizualn€ odecteny vysledky, které jsou shrnuty v tabulce 9.

Tabulka 9 vysledky hodnoceni priitkazu bakterialniho biofilmu B. subtilis s pFipravkem Biofinder

Zeolit Viapenec Pyrit Biomech
Kontrola (nosic) - - - -
Bacillus subtilis - + + ++

Pro vylouceni faleSné pozitivity nosi¢li byly pied experimenty testovany samotné
sterilni nosice, které byly umistény na sterilni Petriho misky. Nasledn¢ na n¢ byl aplikovan
piipravek Biofinder a po 5 minutach byl vizualn¢ odecten vysledek. Pii negativni reakci
(kontrole) nedoslo k zadné reakci (bez pénéni a bublinek). Tim byla vyloucena fale$na

pozitivita nosici.

VétSina nosicll prokazala pozitivni reakci na biofilm. Nejvice pozitivni se ukazal
akvaristicky nosi¢ Biomech, ¢emuz odpovidalo i nadmérné pénéni. Pyrit vykazoval o néco
mensi reakci prokdzanou tvorbou bublinek plynu. Stejné tak u vapence doSlo pouze k mirné
pozitivni reakci na rozdil od zeolitu, u kterého tento test vySel zcela negativni. Po vyhodnoceni
tedy vyplyva, ze pro imobilizaci bakterie B. subtilis na inertni nosi¢ pro prvni stupen
kolonového systému je nejvhodnéjsi pouzit akvaristicky nosi¢ Biomech. Toto zjisténi

koresponduje s udaji v literatute [43].
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10.1.2 Stanoveni parametri kolony s B. subtilis

Po nésledné inkubaci a ovéteni ristu byly sestrojeny dvé stejné kolony, do kterych byl
umistén sterilni akvaristicky nosi¢ Biomech. Obé kolony byly nasledné doplnény MPB
obsahujici kulturu B. subtilis. Takto se kolony ponechaly ke kultivaci biofilmu. Po necelém
mesici se ke kolondm ptipojilo ¢erpadlo, které Cerpalo nejdiive MPB do celého prito¢ného
systému (pies nosi¢ a vapenec s kultivovanym D. hydrogenophilus). Postupné se piechazelo
z MPB na zivny roztok. Pii kazdém odbéru vzorku z kolon byly stanovovany jednotlivé
parametry a to konkrétné prutok média kolonami, koncentrace kysliku, oxida¢né-redukéni

potencial a hodnota pH.

Tabulka 10 Prvni stupeii kolonového systému s B. subtilis

Biomech Parametry

Doba provozu Priitok Kyslik ORP

kolony (dny) (1/24h) (mg/l) (mV) pH
1 3,312 1,8 -259,3 7,65
2 4,896 0,83 -298,6 7,57
5 6 0,15 -318,9 7,83
6 7,2 0,24 -311,1 7,51
8 7,56 4,71 -198,5 7,71

Prvni stupen sytému slouzi piedevs§im k tomu, aby doslo ke zbaveni se kysliku, kdy
kvali jeho vyS$§im hodnotdm nefunguje metabolismus striktné¢ anaerobni SRB D.
hydrogenophilus ve druhém stupni spravné. Jak vyplyva z tabulky 10, s provozni dobou kolony
klesala postupné koncentrace kysliku, avSak jakmile byl k B. subtilis do kolony ptivadén misto
MPB Zivny roztok pro D. hydrogenophilus (6. den po odbéru vzorki), bakterie nebyla schopna
vyuzit piitomné latky a jeji metabolismus piestal fungovat. Hodnota pH se pohybovala
Vv neutralni oblasti. S nartstajicim oxida¢né-reduk¢énim potencialem do zapornéjsich hodnot se

snizovala hodnota kysliku.

10.2 Druhy stupen kolonového systému

Pted samotnym sestavenim druhého stupné (sulfidového modulu) kolonového systému,
obsahujiciho dany nosi¢ a biofilm bakterie D. hydrogenophilus, musela byt tato bakterie
pomnozena. Do uzaviratelné 11 lahve bylo pfevedeno potiebné mnoZstvi Van houten média a
do n¢j rozetiena bakterialni kultura. Nasledovala inkubace a poté byl ovéfen rlst biofilmu. Po
vyhodnoceni priikazu biofilmu byly ndsledné sestrojeny 4 kolony. Prvni kolona byla napIlnéna
zeolitem, druhd pyritem, tfeti obsahovala akvaristicky nosi¢ Biomech a ¢tvrta vapenec.

Vsechny kolony byly doplnény 1:1 ¢istym médiem Van Houten a médiem s kultivovanym D.
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hydrogenophilus. Po kultivaci biofilmu v kolonach z nich byly odebirany vzorky pro stanoveni
koncentrace sulfidi, mnozstvi rozpusténého kysliku, ORP a hodnoty pH. Jednotlivé parametry
byly stanovovany i po zapojeni prvniho stupné (kolona s B. subtilis) pfed tento druhy stupen a
vyhodnoceny.

10.2.1 Vyhodnoceni priukazu bakterialniho biofilmu D. hydrogenophilus

Pripravek Biofinder se da pouZzit pouze pro aerobni ¢i fakultativné anaerobni bakterie.
Protoze D. hydrogenophilus se fadi mezi striktné anaerobni bakterie, bylo pfed samotnym
experimentem s piipravkem pro testovani biofilmu oddéleno mensi mnozstvi nosicl,
oplachnuto fyziologickym roztokem a piendano do dalSich uzaviratelnych plastovych
zkumavek obsahujicich kultivaéni médium. Po 14 dnech inkubace byl vizualné ovéfen stupen
zakalu a Cernani, ktery poukazoval na pfitomnost a pomnozeni D. Hydrogenophilus. Vysledky

testu jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11 Vysledky hodnoceni priikazu bakterialniho biofilmu D. hydrogenophilus

Zeolit | Vapenec | Pyrit Plast | Biomech | Substrat Pro

Stupei zakalu - + + - ++ T+

a ¢ernani

Nejveétsi stupen zakalu média poskytovaly akvaristické nosi¢e Biomech a Substrat Pro,
které vykazovaly kolem svych povrchi také projevy Cernani. U vapence a pyritu doslo pouze

k lehkému zakalu. Zeolit a plast nevykazoval ani zakal ani ¢ernani.

Déle byl prukaz biofilmu proveden pomoci ptipravku Biofinder, ktery se aplikoval na
nosi¢ s bakterialnim biofilmem tvotenym D. hydrogenophilus. Po 5 minutach pasobeni
ptipravku byly vizualné odecteny vysledky, které jsou shrnuty v tabulce 12. V pitiloze je uveden
ptiklad pozitivniho a negativniho biofilmu na nosi¢ich. Pied experimenty byla vyloucena opét
fale$na pozitivita nosicu.

Tabulka 12 Vysledky hodnoceni prikazu bakterialniho biofilmu D. hydrogenophilus s pripravkem
Biofinder

Zeolit

Vapenec

Pyrit

Plast

Biomech

Substrat Pro

Kontrola (nosic)

D.hydrogenophilus

++

++

+++

+++
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Piestoze by anaerobni bakterie D. hydrogenophilus neméla po aplikaci piipravku
Biofinder vykazovat zadnou reakci, bylo pozorovano intenzivni pénéni a tvorba bublinek u
akvaristickych nosi¢ti Substrat Pro a Biomech. Jedna se o vysoce porézni slinuté sklo a
keramické téliska s velkym specifickym povrchem (450 ml/l). Oba tyto nosi¢e maji velmi
dobrou biologickou redukéni schopnost, podporuji uchyceni bakterii a jsou abrazivné odolné,
lehké a maji dlouhou zivotnost [80]. Pozitivni reakce mensiho rozsahu se projevila u vapence.
Pyrit také vykazoval znamky tvorby bublinek plynu. Plastové krouzky nevykazovaly pozitivni
reakci, stejné tak i Zeolit byl na testovani biofilmu negativni. Pozitivni reakce u nékterych
nosici byla pravdépodobné nikoliv vlivem D. hydrogenophilus, ale vlivem kontaminace jinym,

aerobnim organismem.

Na zakladé téchto dvou testl byly vybrany celkem 4 nosice pro imobilizaci bakterii na
inertni nosi¢ pro druhy stupeii kolonového systému. Jedna o akvaristicky nosi¢ Biomech, ktery
vykazoval nejlepsi vysledky, dale pyrit, vapenec a pro srovnani zeolit, ktery v obou testech

vySel negativni, ale byl jako nosi¢ pouzit v ptivodnim kolonovém systému LITHIM [34].

10.3 Stanoveni parametra bezprito¢ného systému

Po kultivaci biofilmu D. hydrogenophilus v jednotlivych kolonach obsahujicich
vapenec, akvaristicky nosi¢ Biomech, pyrit a zeolit, byly pribézné odebirany vzorky z kazdé
kolony pro stanoveni koncentrace sulfidii, mnozstvi rozpusténého kysliku, oxidacné-
reduk¢niho potencialu a hodnoty pH. U kolony obsahujici zeolit bylo zhodnoceno, Ze tvorba
biofilmu D. hydrogenophilus neni dostate¢na, kdy na nosi¢i nedochazelo k zadnym projevim
Cernani (viz pfiloha). Nedostate¢na kultivace biofilmu byla potvrzena i nedostate¢nou
schopnosti redukce siranil na sulfidy, kdy byly opakované naméfeny nulové hodnoty sulfidu.
Z téchto divodil byla kolona obsahujici zeolit zruSena a lze konstatovat, Ze tento typ nosice

neni pro mikroorganismus D. hydrogenophilus vhodny.

10.3.1 stanoveni parametri bezpritocného systému — akvaristicky nosi¢ Biomech

Tabulka 13 Parametry bezpriatoéného systému - akvaristicky nosi¢ Biomech

Biomech Parametry
Doba provozu Sulfidy Kyslik ORP
kolony (tydny) (mg/l) (mg/l) (mV) pH

1 0,254 1,90 -264,2 7,22
5 0,391 1,17 -285,3 7,49
8 0,325 1,25 -255,5 7,38
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M¢teni parametri u kolony s akvaristickym nosi¢em probihalo pouze tiikrat, jak je
uveden v tabulce 13. Hodnota oxida¢né-redukéniho potencialu se pohybovala okolo -270 mV
a hodnota pH okolo 7,3. Z grafu 1 vyplyva, ze hodnoty sulfidi neklesly pod 0,2 mg/l a zaroven
nepiekrocily hranici 0,4 mg/l. Po prvnim tydnu provozu kolony koncentrace sulfidii vzrustala.

Po 8 tydnech se hodnota sulfidii pohybovala podobn¢ jako u 5. tydne.

zavislost koncentrace sulfidd na ¢ase -
nosi¢ Biomech

0,5
=04
[eTo]
Eo03
>
S 02
&=
3 0,1
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

t [tydny]

Graf 1 Zavislost koncentrace sulfidii na ¢ase pro nosi¢ Biomech (bezpriitoény systém)

10.3.2 Stanoveni parametra bezprutoé¢ného systému — nosi¢ vapenec

Tabulka 14 Parametry bezprito¢ného systému - nosi¢ vapenec

vapenec Parametry
Doba provozu Sulfidy Kyslik ORP
kolony (tydny) (mg/1) (mg/1) (mV) pH
1 9,05 2,15 -289,9 7,53
5 7,35 1,85 -278,5 7,14
8 5,65 1,39 -255,3 7,47

Stejné jako u kolony s akvaristickym nosi¢em i1 u kolony plnéné vapencem méteni
probihalo 8 tydnd. V porovnani s pfedchozi kolonou koncentrace sulfidi u kolony s vapencem
je nékolikanasobné vyssi. Hodnota v 1. tydnu za¢ina na 9,05 mg/l. S dobou provozu kolony
postupné jejich koncentrace rovnomérné klesa, jak je vidét v grafu 2. Hodnoty ORP a pH jsou

podobné s hodnotami ORP a pH akvaristického nosice.
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Zavislost koncentrace sulfidd na ¢ase -

» nosi¢ vapenec

Sulfidy [mg/I]

t [tydny]

Graf 2 Zavislost koncentrace sulfidii na ¢ase pro nosi¢ vapenec (bezprito¢ny systém)

10.3.3 Stanoveni parametru bezprito¢ného systému — nosi¢ pyrit

Tabulka 15 Parametry bezprito¢ného systému - nosi¢ pyrit

Pyrit Parametry
Doba provozu | Sulfidy Kyslik ORP
kolony (dny) (mg/l) (mg/1) (mV) pH
1 0 3,98 -248,5 8,39
5 0 3,58 -225,4 8,17
8 0,012 3,25 -258,7 8,06
22 0,021 2,95 -248,2 8,30
26 0,001 3,02 -239,8 7,99
27 0,048 2,98 -225,4 8,15
29 0,018 2,89 -230,2 8,29
32 0,014 2,95 -228,9 8,19
33 0,027 2,91 -231,5 7,89
34 0,045 2,54 -261,2 8,39
35 0,036 2,50 -254,1 8,21
36 0,067 2,85 -275,2 7,99
39 0,087 2,74 -264,0 8,09
41 0,13 3,01 -238,4 7,92
43 0,164 2,56 -245,2 8,18
46 0,124 3,66 -218,5 8,29
47 0,14 2,82 -210,2 8,22
49 0,128 2,66 -231,0 8,14

Kolona obsahujici pyrit a kultivovany biofilm D. hydrogenophilus byla v porovnani
s kolonami s vapencem a akvaristickym nosi¢em byla v provozu po celou dobu pouze
V bezprito¢ném rezimu. Jednotlivé namétené parametry jsou uvedeny v tabulce 15. Vzhledem

K tomu, ze pfi prukazu biofilmu pyrit vykazoval pouze slabsi reakce, dalo se ocekavat, ze i
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hodnoty sulfidi budou snizené. Z téchto divodii ztstala kolona pouze v prvni f4zi bez napojeni
na Cerpadlo. Jak vyplyva z grafu 3, byla sledovana zavislost koncentrace sulfidii na Case.
V prvnich dnech byly hodnoty sulfidl t¢éméf nulové, nejspise z diivodu snizené kultivace. Proto
se koncentrace sulfidi stanovovaly po kratSich Casovych tsecich az od 20. dne. Zhruba
Vv poloviné provozu kolony zafaly hodnoty sulfidi stoupat az do 43. dne. Obcasné snizeni
hodnot sulfidi je zplsobeno pfitomnosti vét§stho mnozstvi kysliku, ktery se do kolony

pravdépodobné dostal pfi dopliiovani nového zivného roztoku. ZvySeny obsah kysliku pak

vvvvvvvvv

pohybovaly spiSe v alkalické oblasti (okolo hodnoty 8). Hodnoty ORP jsou nizs$i nez dané

hodnoty u nosi¢e pyritu a akvaristického nosice.

Zavislost koncentrace sulfidd na ¢ase - nosic
pyrit
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0,16
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o
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Graf 3 Zavislost koncentrace sulfidii na ¢ase pro nosi¢ pyrit (bezpritoény systém)

10.4 Stanoveni parametri prito¢ného systému bez zapojeni kolony s B.
subtilis

Po vyhodnoceni prikazu biofilmu na jednotlivych nosi¢ich a stanoveni koncentrace
sufidii v prvni f4zi kolonového systému byla vybrana do prito¢ného systému kolona obsahujici
akvaristicky nosi¢ Biomech a kolona obsahujici nosi¢ vapenec. Pomoci cerpadla byly
pfivadény Ziviny pro riist SRB v kolonach. Opét byly pribézné odebirany vzorky z kazdé

kolony pro stanoveni koncentrace sulfidl, mnozZstvi rozpusténého kysliku, oxidacné-
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redukéniho potencialu a hodnoty pH a také byl méfen pritok Zivného roztoku kolonami pro
zajisténi dostatecného mnozstvi Zzivin pro rist a spravné fungovani metabolismu D.

hydrogenophilus.

10.4.1 Stanoveni parametru prito¢ného systému bez zapojeni kolony s B. subtilis —
akvaristicky nosi¢ Biomech

Tabulka 16 Parametry priuto¢ného systému - nosi¢ Biomech bez zapojeni kolony s B. subtilis

Biomech Parametry
i%?:n?/r(oc;/r?;)u Sulfidy (mg/l) | Priitok (/24h) | Kyslik (mg/1) | ORP (mV) | pH
1 0,07 - 3,85 -238,5 7,62
5 0,081 1,008 3,58 2452 7,22
8 0,014 - 3,25 -255,9 7,12
12 1,94 0,768 2,95 -238,5 7,93
16 0 0,288 3,02 2398 7,21
20 0 0,24 2,08 2454 711
21 0,108 4,608 2,89 -239,2 6,98
23 1,25 8,064 2,95 -228,9 6,95
26 0,547 1,152 3,51 211,8 7,05
27 0,202 5,76 3,54 261,2 7,15
28 2,41 8,64 2,98 254,1 7,25
29 0,426 7,488 2,75 -275,2 7,31
30 0,666 9,72 2,89 -264,0 6,89
33 1,03 3,312 3,51 -238,4 7,14
35 0,629 1,872 3,7 2452 7,35

Z tabulky 16 vyplyva, ze pruto¢ny systém v této fazi byl v provozu celkem 35 dni.
V porovndni s bezpriitocnym systémem vykazoval akvaristicky nosi¢ u druhé faze po zapojeni
cerpadla o néco nizs§i hodnoty sulfid na zacatku. Hodnoty koncentrace sulfidi se pohybovaly
v rozmezi od nuly do 2,41 mg/l. Jak je vidét v grafu 4, u 12. dne nahle doslo k vyraznému
zestupu koncentrace sulfida. Thned na to koncentrace opét poklesla az do zapornych hodnot. Po
20. dni koncentrace opét zacala stoupat. Nejvyssi hodnoty sulfidi byly naméfeny v obdobi po
21. dni prato¢ného uspoiadani (nejvyssi hodnoty byla stanovena 28. den). Jak je z hodnot
patrné, byl systém v tomto obdobi schopen produkovat sulfidy v dostateéném mnozstvi i pfti
pritoku kolem 7-8 1/24h. SniZzené koncentrace sulfidi opét korelovaly se zvySenou koncentraci
rozpusténého kysliku, kdy hodnoty koncentrace kysliku byly tedy pfili§ vysoké na to, aby doslo
k dostate¢né redukci siranti na sulfidy. Hodnoty pH se pohybovaly v neutralni oblasti. Po celou
dobu méfeni se hodnoty ORP pohybovaly okolo -250 mV. Nebyl zjistén vliv ORP na mnozstvi
produkce sulfidd.
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Graf 4 Zavislost koncentrace sulfidii na ¢ase pro nosi¢ Biomech (prito¢ny systém bez kolony s B. subtilis)

10.4.2 Stanoveni parametru prito¢ného systému bez zapojeni kolony s B. subtilis —

N

Sulfidy [mg/1]
=
[T

Zavislost koncentrace sulfidd na ¢ase - nosic

nosi¢ vapenec

Tabulka 17 Parametry pritoéného systému - nosi¢ vapenec bez zapojeni kolony s B. subtilis

Biomech
15 20
t [dny]

25 30

35 40

vapenec Parametry
?(%?sn@r&"’r?;)“ Sulfidy (mg/l) | Pratok (/24h) | Kyslik (mg/1) (Cr’n'f/F; pH
1 1,37 - 3,08 -228,9 7,29
5 0 0,576 3,78 -255.9 7,42
8 0,334 - 3,45 -239,8 7,15
12 0,036 1,008 3,55 -258,9 7,31
16 0,227 3,24 3,12 2197 7,15
20 1,27 2,64 2,88 2259 7,21
21 1,69 3,744 2,95 2392 7,45
23 0 2,502 2,78 2381 7,02
26 0 2,88 3,31 2218 7,25
27 0 10,08 3,58 2112 6,08
28 0 7,56 3,48 2541 7,35
29 0 6,336 2,75 2358 7,41
30 0 6,84 2,89 -237,0 7,0
33 0,051 1,44 3,51 -238,4 7,19
35 0,341 1,872 4,28 2452 7,25

Stejné jako u akvaristického nosice i kolona s vdpencem v tomto prito¢ném uspotadani
byla v provozu celkem 35 dni. Dle tabulky 17 se hodnoty sulfidi se pohybovaly v rozmezi od
nuly do 1,69 mg/l. Oproti ptfedeslému akvaristickému nosi¢i hodnoty sulfidi u kolony
s vapencem nejdiive klesaly z 1,37 mg/l k nulovym hodnotam. Zgrafu 5 vyplyva, ze

K nejvétsimu naristu koncentrace doslo od 12. do 21. dne. Nasledné doslo k vyraznému poklesu
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koncentrace sulfidii, coz souvisi s vyraznym navysenim prutoku zivného roztoku kolonou. Od
27. dne se hodnoty koncentrace sulfidl ustalily okolo 0. Po snizeni pritoku na hodnotu 1,872
1/24h se hodnoty sulfidi opét zvysily. Pii porovnani hodnot sulfidi u kolony plnéné vapencem
a akvaristickym nosi¢em v tomto pratocném systému, vychazi lépe kolona obsahujici
akvaristicky nosi¢, kde byly naméteny vyssi koncentrace sulfidi. Hodnoty ORP a pH jsou
velmi podobné jako pfedchoziho nosi¢e. Avsak u vapence se pohybuje pH pfiblizné o pul

stupné nizZ ( pH okolo 7).

Zavislost koncentrace sulfidd na case -
nosi¢ vapenec

Sulfidy [mg/1]
o =
[9;] = [95]

o

10 15 20 25 30 35 40
t [dny]

o
(%]

Graf 5 Zavislost koncentrace sulfidii na ¢ase pro nosi¢ vipenec (prito¢ny systém bez kolony s B. subtilis)

10.5 Stanoveni parametri pruto¢ného systému po zapojeni kolony s B.
subtilis

Pro dvoustupniové uspotfadani se ke kolon¢ naplnéné akvaristickym nosiCem a
vapencem s kultivovanym biofilmem D. hydrogenophilus piipojily dvé kolony naplnéné
akvaristickym nosi¢em s kultivovanym biofilmem B. subtilis. Pomoci ¢erpadla byly pfivadény
ziviny pro B. subtilis (MPB) a postupné se piechazelo na Zivny roztok pro SRB. Opét byly
prubézné odebirany vzorky z obou kolon pro stanoveni koncentrace sulfidli, mnozstvi
uvolnéného kysliku, oxidacné-redukéniho potencidlu a hodnoty pH a také byl méfen pritok
MPB a Zivného roztoku kolonami pro zajisténi dostate¢ného mnoZstvi Zivin pro rist D.

hydrogenophilus a B. subtilis.
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10.5.1 Stanoveni parametri prito¢ného systému po zapojeni kolony s B. subtilis —
akvaristicky nosi¢ Biomech

Tabulka 18 Parametry pruto¢ného systému - akvaristicky nosi¢ Biomech, se zapojenim kolony s B. subtilis

Biomech Parametry

Doba provozu Sulfidy Pritok Kiyslik ORP

kolony (dny) (mg/l) (1/24h) (mg/l) (mV) pH
1 1,3 3,312 1,8 -285,1 7,21
2 1,75 4,896 0,83 -298,2 7,50
5 3,27 6 0,15 -324,1 7,67
6 1,015 7,2 0,24 -315,2 7,95
8 0,3 7,56 4,71 -254,1 7,61

Tato posledni faze trvala 8 dni a celkem bylo provedeno 5 méfeni dle tabulky 18.
V grafu 6 muzeme vidét, Ze koncentrace sulfidt po zapojeni prvniho stupné a Cerpadla za¢inala

na 1,3 mg/l. Cim déle byl tento systém v povozu, tim vice dochazelo ke snizovani koncentrace

v v

Vv

navySovani pritoku dochéazelo k postupnému poklesu sulfida. K tomuto jevu dochéazi z divodu,
ze B. subtilis nedokaze tolerovat pfechod z MPB na zivny roztok, jehoz ziviny nedokaze vyuzit
pro sviij metabolismus, coz dokazuji i hodnoty koncentrace rozpusténého kysliku, které
postupné stouply az na 4,71 mg/l. Pti této koncentraci nejsou schopny SRB ucinné redukovat
sirany na sulfidy. Zpomaluje se metabolismus jak bakterie B. subtilis tak i D. hydrogenophilus
a bunky postupné prestavaji redukovat pritomné sirany na sulfidy. V této fazi hodnoty ORP
piekrocily hodnotu -300 mV. Hodnota pH se pohybovala okolo 7,5.

Zavislost koncentrace sulfidd na Case -
nosi¢ Biomech

= N w
, N U wn»

Sulfidy [mg/1]

o
o wn

t [dny]

Graf 6 Zavislost koncentrace sulfidii na ¢ase pro nosi¢ Biomech (prito¢ny systém s kolonou s B. subtilis)
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10.5.2 Stanoveni parametri prito¢ného systému po zapojeni kolony s B. subtilis —
nosic¢ vapenec

Tabulka 19 Parametry pritoéného systému — nosi¢ vapenec, se zapojenim kolony s B. subtilis

vapenec Parametry
Doba provozu Sulfidy Pritok Kiyslik ORP
kolony (dny) (mg/l) (1/24h) (mg/l) (mV) pH
1 0,4 3,024 5,84 -232,1 7,25
2 0,357 2,592 0,12 -308,9 7,54
5 0,507 1,92 0,14 -315,8 7,32
6 0,178 7,56 1,46 -259,4 7,16
8 0,08 9,36 5,39 -221,5 7,49

Stejné jako u predchozi kolony trvala tato faze také 8 dni s tim rozdilem, Ze v druhém
stupni byla zapojena kolona obsahujici vapenec s kultivovanym biofilmem D.
hydrogenophilus. Oproti akvaristickému nosic¢i jsou uvedené hodnoty koncentrace sulfidi a
rozpusténého kysliku v tabulce 19 nizsi. V grafu 7 miizeme vidét zavislost koncentrace sulfida
na Case pro toto usporaddani. Koncentrace rozpusténého kysliku opét stoupé az na hodnotu 5,39
mg/l. Pravdépodobné nedochazi k dostate¢né vyziveé B. subtilis zivnym roztokem, a tim dochazi
opét ke zpomaleni jeho metabolismu a K postupnému odumirani bunék. V porovnani

s akvaristickym nosi¢em jsou hodnoty pH a ORP pftiblizn¢ stejné.

Zavislost koncentrace sulfid na case -
nosi¢ vapenec
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Graf 7 Zavislost koncentrace sulfidii na ¢ase pro nosi¢ vapenec (prito¢ny systém s kolonou s B. subtilis)
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11 ZAVER

V teoretické Casti této diplomové prace byla zpracovana literarni reserSe zamétend na
problematiku mikroorganismti schopnych produkovat v ramci svych pochodu sulfidy, které
jsou potenciondlné dale vyuzitelné napt. pro srazeni kovil z odpadnich vod. Na zaklad¢ této
redere a dostupnosti mikroorganismii na pracovisti UEnviChl byl pro experimentalni praci

zvolen D. hydrogenophilus.

V ramci experimentalni prace byl tento zvoleny mikroorganismus za vhodnych
podminek kultivovan. Pro zvoleni vhodného nosice biofilmu byly provedeny laboratorni
experimenty se Sesti riiznymi typy materiali - zeolitem, vapencem, pyritem, plastovymi nosi¢i
a dvéma typy akvaristickych nosi¢t s nazvy Biomech a Substrat Pro. Jako nejvhodné;jsi se na
zéklad¢ provedenych experimentli ukazaly oba akvaristické nosie se stejnou mirou tvorby
biofilmu bakterie D. hydrogenophilus. Biofilm byl prokazan také na nosicich z vapence a
pyritu, na plastovych nosic¢ich a zeolitu se biofilm nevytvoftil. Pro kolonové testy byly jako
nosice zvoleny jeden ze zastupcti akvaristickych nosicti (Biomech) a déle pak vapenec a pyrit.

Na nich byla tvorba biofilmu sice horsi, ale jsou cenove dostupnéjsi.

Dalsi ¢ast prace jiz byla zaméfena na kolonové experimenty s vySe uvedenymi nosici.
V prvni fazi byly kolony ponechany v nepritocném rezimu. Prokdzala se nizka a¢innost tvorby
sulfidii v koloné, kde byl jako nosi¢ biofilmu pouzit pyrit. Z tohoto diivodu byly do dalsi faze

testovani, tj. do pritocného rezimu, pouzity pouze zbylé nosice Biomech a vapenec.

V pritocném systému bez zapojeni prvniho stupné nebyla u vapence produkce sulfida
tak 0€inna jako u akvaristického nosi¢e Biomech. S tim souvisel 1 pritok média obéma

kolonami, kdy u vapence byl pozorovan vyssi odpor prutoku média nez u akvaristické¢ho nosice.

Posledni faze pritocného rezimu zahrnovala pfipojeni dvou kolon obsahujicich
akvaristicky nosi¢ Biomech s kultivovanym biofilmem B. subtilis. Po zapojeni prvniho stupné
doslo v obou ptipadech (vapenec i Biomech) ke zlepseni produkce sulfidii. AvSak po pifechodu
z MPB na zZivny roztok urceny ptfedevSim pro vyzivu SRB, doslo u obou nosi¢li k poklesu
koncentrace sulfidi. Nasledkem pfechodu na jiné médium nebyl B. subtilis schopen plné
vyuzivat Ziviny pro svilj metabolismus, do§lo ke zvySeni koncentrace rozpusténého kysliku na
vstupu do druhé kolony s SRB, které nasledné nebyly schopné dostatecné redukovat sirany na
sulfidy. Pokles sulfidii tedy souvisel s hodnotami rozpusténého kysliku, kdy se zvySujici

koncentraci kysliku koncentrace sulfidi klesala.
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Jednim ze sledovanych parametri byla také hodnota pH. Hodnota pH se pohybovala jak
v bezprato¢ném, tak i v prutocném rezimu téméf u vSech nosi¢li v neutralni oblasti. V
bezprutocném rezimu u nosiCe pyritu se hodnota pH pohybovala vice v alkalické oblasti.

Ptiblizné o pul stupné byla vyssi nez u vapence a akvaristického nosi¢e Biomech.

Pii sledovani hodnot oxida¢né-redukéniho potencidlu bylo prokazano, ze u
bezpriito¢ného tak 1 pritocného zapojeni kolonového systému se hodnota oxida¢né-redukéniho
u kolony s akvaristickym nosi¢em Biomech v prito¢ném reZimu po ptipojeni prvniho stupné.
Obecné plati, ze ¢im vice se ORP pohyboval v zapornéjSich hodnotach, tim nizsi byl obsah

rozpusténého kysliku ve vzorcich a tim doslo k vyssi produkei sulfidi.

Poslednim sledovanym parametrem byla koncentrace rozpusténého kysliku. Cim vice
se koncentrace kysliku ptiblizovaly k nulovym hodnotam, tim byla produkce sulfid ucinné;si.

v v

zapojeni prvniho stupné. U obou nosic¢u (Biomech, vapenec) se hodnoty blizily nule.

Po shrnuti vSech vySe uvedenych poznatkii, mizeme konstatovat, Ze v kolonovém
systému LITHIM druhého stupné (sulfidovy modul) Ize nejlépe nahradit ptivodni nosi¢ zeolit
akvaristickym nosi¢em Biomech. I pfes jeho vyssi pofizovaci naklady tento akvaristicky nosic¢
s velkym specifickym povrchem ma daleko lepsi vysledky a také dostateCnou zivotnost a neni

nutnd jeho Castd obména v kolonovém systému.
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13 PRILOHY

Priloha 1 Pozitivni prikaz nosice pyritu s D. hydrogenophilus

Priloha 2 Negativni priikaz akvaristického nosi¢e Biomech s D. hydrogenophilus
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Piiloha 3 Prvni faze konstrukce kolonového systému, K1: kolona se zeolitem, K2: kolona s pyritem, K3:
kolona s akvaristickym nosi¢em, K4: kolona s vapencem
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Piiloha 4 Posledni faze kolonového systému (dvoustupiiové usporadani), K1,2: kolony s akvaristickym
nosi¢em Biomech a B. subtilis, K3: kolona s vapencem a D. hydrogenophilus K4: kolona s akvaristickym
nosi¢em a D. hydrogenophilus

.
e
nd” e

o

Priloha 5 Nedostate¢na kultivace biofilmu D. hydrogenophilus u kolony plnéné zeolitem
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