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APS adenosin 5’ fosfosulfat (adenosine 5'-phosphosulfate)

BaM bentonit a montmorillonit

CCE CHEMCOMEX Praha, a.s.

CFU kolonie tvofici jednotky (colony forming units)

DSMzZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

DSR hydrogensifi€itan reduktaza (dissimilatory (bi)sulfite reductase)

DNA kyselina deoxyribonukleova (deoxyribonucleic acid)

EIS elektrochemicka impedanéni spektroskopie (electrochemical impedance
spectroscopy)

IRB zelezo-redukujici bakteria (iron-reducing bacteria)

NGS sekvenace nové generace (next generation sequencing)

OoTuU operacni taxonomicka jednotka (operational taxonomical unit)

rRNA ribozomalni ribonukleova kyselina (ribosomal ribonucleic acid)

gPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce (quantitative polymerase chain
reaction)

RCF relativni centrifugacni sila (relative centrifugal force)

SBPOW modelovy roztok syntetické bentonitové pérové vody (synthetic bentonite pore
water)

SOB siru redukujici bakterie (sulphur-oxidising bacteria)

SRB siran redukujici bakterie (sulphate-reducing bacteria)

TAE terminalni akceptor elektronu

TUL Technicka univerzita v Liberci

ZL zadavaci list
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PfedloZzena zprava o feSeni diliho ukolu Mikrobialni koroze shrnuje vysledky analyz a
experimentu provedenych vroce 2019 a dale shrnuje vSechny vyznamné vysledky
z dosavadniho prabéhu feSeni projektu. Zprava dale obsahuje navrh dalSiho feSeni studované
problematiky. V ramci etapy 3 byla v prabéhu feSeni projektu studovana mikrobialni diverzita
na lokalitach Josef, PVP Bukov a Melechov. Na vSech studovanych lokalitach byly zjistény
mikroorganismy, které maji potencial vyrazné ovlivnit bezpecnost hlubinného ulozisté. V ramci
etapy 4 byly studovany faktory, které mohou omezit rozvoj mikrobialni aktivity v podminkach
kompaktovaného bentonitu (konkrétné pH, chemismus bentonitu, tlak a rdzné hodnoty
objemové hmotnosti). K nejmensimu rozvoji mikrobialni aktivity doSlo pfi zhutnéni bentonitu
na nejvys$si studovanou hodnotu (tj. 2000 kg.m™). V ramci Etapy 5 byly provedeny jako hlavni
experimenty kamparnové expozice uhlikové oceli a médi ve smésich syntetické pérové vody
bentonitu BaM (SBPOW) s vodou VITA a inokulem komeréniho kmene termofilnich sulfat-
redukujicich bakterii, dale v podzemnich vodach VITA a GRIMSEL. Z pozorovanych typu
kombinace prostfedi a inokulace dochazi k vyrazné proliferaci pouze u denitrifikacnich
bakterii. Ty neplsobi nijak vyznamné ovlivnénim slozeni prostfedi, ale pouze stericky na
zvySeni porozity koroznich produktl uhlikové oceli, coz vede k lokalnimu zvySeni korozni
rychlosti. Experimenty v axenickych izolatech SRB a IRB ani v Cistych podzemnich vodach
neukazaly zadny prikazny vliv inokulace na uhlikovou ocel ani na méd. Inokulace termofilnim
kmenem SRB ukazala pouze slaby vliv na méd a Zadny vliv na uhlikovou ocel a ani na jednom
z material( nedoslo k rozvoji biofilmu. Extrémni zmény slozeni prostiedi vlivem denitrifikacnich
a siran-redukujicich bakterii nevykazuji vyznamny vliv na korozi uhlikové oceli. Denitrifikace
nepredstavuje problém pro méd, redukce siranl na sulfidy vSak vede k vyraznému zrychleni
kinetiky koroze médi.

ulozisté, mikrobialni koroze, siran-redukujici bakterie, bentonit

The present report addresses microbial corrosion as a partial task of the Project and
summarizes results of analyses and experiments performed in 2019 and it further summarizes
all important results achieved during the course of the Project. The report also includes a
proposal for further experiments related to the studied issue. During Phase 3, microbial
diversity at the Josef, PVP Bukov and Melechov sites was studied. Microorganisms with the
ability to strongly affect the safety performance of the deep repository were found at all studied
sites. During Phase 4 factors that can potentially limit development of the microbial activity
under compacted bentonite conditions (specifically pH, bentonite chemistry, pressure, and
different dry density values) have been studied. The smallest development of microbial activity
occurred when the bentonite was compacted to the highest studied value (2000 kg.m3). During
Phase 5 the expositions of carbon steel and copper in the mixture of the synthetic bentonite
pore water (SBPOW) and VITA water, and in the commercially obtained strain of thermophilic
sulphate reducing bacteria, and also in the underground waters VITA and GRIMSEL. Only
denitrifying bacteria were found to be able to proliferate under all studied conditions. These do
not significantly affect the corrosion by the change of the composition of the environment, but
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only by increasing the porosity of the carbon steel corrosion products, resulting in a local
increase in corrosion rate. The experiments in both axenic SRB and IRB isolates and in pure
groundwater showed no significant effect on carbon steel or copper corrosion. Inoculation with
the thermophilic SRB strain showed only a slight effect on copper and no effect on carbon steel
and biofilm was not formed on any of the studied materials. Extreme changes in the
environment due to presence of denitrifying and sulphate-reducing bacteria do not have a
significant effect on carbon steel corrosion. Denitrification is not a problem for copper, but the
reduction of sulphates to sulphides leads to a significant acceleration of copper corrosion
kinetics.

repository, microbial corrosion, sulphate-reducing bacteria, bentonite
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Tato zprava byla zpracovana v ramci projektu SURAO ,Vyzkumna podpora bezpe&nostniho
hodnoceni hlubinného ulozisté“, ktery je soulasti pfipravy hlubinného ulozisté radioaktivnich
odpadt (dale jen HU). Cilem projektu je ziskat vybrana data, modely, argumenty a dalsi
informace potfebné pro zhodnoceni potencialnich lokalit pro umisténi HU z hlediska
dlouhodobé bezpecnosti. Na zakladé vefejného zadavaciho fizeni byla v Cervenci 2014
uzavfena &tyFleta smlouva s UJV Rez, a. s. a jeho subdodavateli: Ceskou geologickou sluzbou;
CVUT v Praze; Technickou univerzitou v Liberci; Ustavem Geoniky AV CR, v. v. i.; a
spolecnostmi Arcadis CZ a. s.; Progeo, s. r. 0.; Chemcomex Praha, a. s. a Centrum vyzkumu
ReZz s. r. 0. o poskytovani vyzkumné podpory hodnoceni dlouhodobé bezpeé&nosti

v nasledujicich oblastech:

i. Chovani VJP a forem RAO, nepfijatelnych do pfipovrchovych ulozist, v prostfedi
hlubinného ulozisté;
ii.  Chovani ukladacich obalovych soubort (UOS) VJP a RAO v prostfedi hlubinného
ulozisté;
iii. Chovani tlumicich, vypliovych a dalSich konstrukénich materiall v prostfedi
hlubinného uloziste;
iv.  Re$eni tloznych vrtl a jejich vliv na vlastnosti obklopujiciho horninového prostredi;
V. Chovani horninového prostredi;
vi.  Transport radionuklidu z uUlozisté;
vii.  DalSi charakteristiky lokalit potencialné ovliviujici bezpecnost ulozisté.

Hlavnim cilem tohoto dil¢iho projektu ZL Mikrobialni koroze bylo stanovit vliv mikrobialni
koroze (MIC) na rychlost koroze materiald UOS a podminky, za kterych je mozno této korozi
zabranit.

Tento projekt je prvnim, ktery se problematice mikrobialni koroze (a mikrobiologie vibec)
v souvislosti s HU v eském kontextu ucelené vénuje. V anoxickych vodach, které se typicky
vyskytuji v prostfedi, kde bude uloZzen kovovy kontejner, je oekavana rychlost koroze nizka
za predpokladu, Ze tyto vody nebudou mit nizké pH a Ze v okoli kontejneru nebude vysoka
mira mikrobialni aktivity (Rajala et al. 2015). Naopak, pokud se budou v okoli kontejneru
mikroorganismy ve vétSi mife vyskytovat, tak mohou korozni dé&je, dle udaju v literatufe, az
1000-10000 urychlit (Videla 1996; Carpén et al. 2013). Mikroorganismy se mohou podilet na
rliznych typech koroze, napf. na celkové plosné korozi a mistni (lokalizované) korozi (at uz
v podobé jamkové koroze €i korozniho praskani) (Little et al. 1992). Nej¢astéji uvadénymi
puvodci mikrobialné indukované koroze (microbially induced corrosion; MIC) jsou siran-
redukujici bakterie (napf. Bryant et al. 1991), avSak korozni déje mohou vyrazné urychlit i dal§i
skupiny mikroorganismu.

Existuje mnoho znamych mechanismud pusobeni mikroorganismu na korozni déje. Planktonni
(volné zijici, nepfisedlé) mikroorganismy pusobi pfedevsim ovlivnénim prostfedi produkty
svého metabolismu (zména pH, tvorba agresivnich aniontd) nebo usnadhuji redukci/oxidaci
koroznich produktd. V pfipadé mikroorganismu, které ve svém metabolismu vyuzivaji sirné
slouceniny, plati, Ze redukci i oxidaci siry dochazi ke tvorbé sulfanu, respektive kyseliny sirove,
coz ma za nasledek vyrazné zvySeni korozni rychlosti. Zmény oxidacniho stavu koroznich
produktl maji za nasledek zmény objemu a zvySeni porozity ¢i praskani vrstvy a jeji horsi
ochranny (bariérovy) ucinek. Zegeye et al. popsali moznost mikrobialni redukce koroznich
produktl Fe(lll) na magnetit a Fe(ll) (Zegeye et al. 2010). V pfipadé pasivni vrstvy vede
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oxidace/redukce rovnéz k poSkozeni celistvosti pasivni vrstvy a prarazu korozivzdornych oceli
(Diosi et al. 2003; Li et al. 2012; Sheng et al. 2007) &i kuproniklu (Yuan et al. 2007). K
poSkozeni pasivni vrstvy muze dojit i oxidaci inkluzi (MnS) v matrici.

Mikroorganismy, které vytvari na povrchu kovu biofilm, ovliviiuji korozni déje nasledujicimi
zakladnimi mechanismy:

e vliv makrodlankl s diferenéni aeraci,

e tvorba okludovanych roztok( metabolitt na povrchu,
¢ |okalizace anody,

e tvorba dal§iho povrchu pro katodickou reakci,

e urychleni katodické reakce.

DalSim negativnim ucinkem je lokalizace anody (povrchu nepokrytého biofilmem) a lokalni
zvySeni korozni rychlosti, coZz vede k vyrazné penetraci korozniho napadeni smérem do
materialu (Belkaid et al. 2010; Hernandez-Gayosso et al. 2004; Chen et al. 2014). Biofilm mize
obsahovat korozni produkty podkladového kovu a v pfipadé, Ze jsou vodive, jako napf. FeS,
tak na této vrstvé mlze probihat katodicka reakce. Kombinovana vrstva biofilmu s koroznimi
produkty mdze mit vyraznou realnou plochu, a pokud je korozni déj fizen katodickou reakci,
muze zvétSena plocha katody zpusobit vyrazné zrychleni rozpousténi kovu (Dong et al. 2011;
Xu et al. 2013).

Na druhou stranu muze mit pfitomnost bakterii i pozitivni vliv. Biofilm muze zpusobit ztizeni
transportu a presyceni roztoku u povrchu, coz usnadni precipitaci koroznich produktd. Sit
biofilmu rovnéz bude pusobit jako nukleacni misto pro precipitaci koroznich produktu, které
tak ve vysledku budou kompaktnéjsi (Belkaid et al. 2010), s lep§im ochrannym u&inkem (Pérez
et al. 2007). Ten spocCiva nejen v omezeni anodické rozpoustéci reakce, ale i v omezeni
transportu depolarizacnich latek nutnych pro katodickou reakci v pfipadé nevodivych
kombinovanych biofilmd (Babauta a Beyenal 2014; Deslouis a Tribollet 2004; L’Hostis et al.
1997; Pires et al. 2013).

Z vyS8e uvedeného vyplyva, Ze je nezbytné mikrobialni aktivitu v okoli kovového kontejneru
minimalizovat. K tomu slouzi pfedevS8im bariéra tvofena zhutnénym bentonitem. Mezi hlavni
zname limitujici faktory v tomto prostiedi patfi:

¢ vysoké bobtnaci tlaky,

e salinita podzemni vody €i porového roztoku bentonitu,
e malé mnoZstvi vody,

e zbytkova radiace,

e nedostatek Zivin,

e proménlivy oxida¢né-redukéni potencial (King 2009).

Zakazkovy list Mikrobialni koroze si kladl za cil stanovit vliv mikrobialni koroze (MIC) na
rychlost koroze materialll UOS a podminky, za kterych je mozné této korozi zabranit.

Cilem této zpravy je shrnout vysledky feSeni dil€iho projektu v roce 2019, tedy piedevsim
zrekapitulovat a zhodnotit vysledky experimentd provedenych vramci FeSeni projektu
v pribéhu roku 2019. V tomto roce byly provedeny experimenty k uréeni limitujicich podminek
pro proliferaci SRB a dalSich skupin bakterii (studujici konkrétné vliv tlaku v prostredi
bentonitové suspenze). Dale pokraCovaly korozni experimenty k urceni rychlosti mikrobialni
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koroze za rlznych podminek, které byly zapo€aty v pfedchozim roce. DalSim cilem této zpravy
je shrnout dosazené vysledky v pribéhu celé doby trvani projektu.
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2.1 Vliv tlaku v prostredi bentonitové suspenze na preziti a
proliferaci bakterii

Cilem tohoto experimentu bylo ziskat doplfiujici informace k jiz probéhlym experimentim,
studuijicich vliv riznych hodnot objemové hmotnosti bentonitu na proliferaci a preziti bakterii
(viz zpravy Cernik et al. 2016 a 2017) tak, aby bylo mozné odli$it vliv samotného bobtnaciho
tlaku od dalSich stresujicich podminek, které panuji v prostfedi kompaktovaného bentonitu
(napf. omezeny prostor). Experiment proto probéhl v prostfedi bentonitové suspenze. Jako
mikrobialni inokulum byla (kromé& samotného bentonitu BaM) stejné jako v predchozich
experimentech pouzita voda VITA.

2.1.1 Priprava vzorku

Bentonit pouZity pro zkousky mikrobialniho osidleni/aktivity je &esky bentonit Bentonit a
montmorillonit (KERAMOST a.s., Ceska republika) v dodavce 48 kg, leden 2015, bentonit je
oznacovan zkratkou ,BaM*. Informace k bentonitu BaM a vysledky jeho analyz jsou uvedeny
ve zpravé Cervinka a Gondolli (2015).

Jako mikrobialni inokulum simulujici dotaci mikroorganismua z vnéjSiho prostfedi byla vyuzita
podzemni voda VITA, ktera byla intaktnim zplsobem odebrana ve dnech 12. 3. 2019, 12. 4.
2019 a 16. 5. 2019, vzdy tak aby byl po dobu transportu minimalizovan pfistup vzduchu, na
Stole Josef do sterilnich nadob (plastové lahve o objemu 1,5 | po dobu 5 minut exponované
pod UV-C lampou (vinova délka 253,7 nm, pfikon 15 W, NEXA s.r.o., Slovensko) a v
transportni ledniéce byla pfevezena k okamzitému zpracovani. Cast odebrané vody byla
vyhrazena pro molekularni analyzy s cilem uréit po¢atecni stav pro nasledné analyzy.

Experimenty probihaly v anaerobnim boxu (Jacomex GP-Concept, Francie) v argonové
atmosféfe (Argon 4.8, Linde), kde se udrzuje dlouhodobé koncentrace kysliku nizsi nez 1
ppm obj. V anaerobnim boxu byl nejprve bentonit BaM ponechan k odkysli¢eni (v nadobé s
pootevienym vickem) po dobu jednoho tydne. Experimenty probihaly v tlakovych lahvich Amar
(Indie; Obr. 1) za hodnot tlakt 2, 5 a 7 MPa (Tab. 1). Vzorky byly pfipraveny v duplikatu a byly
doplnény negativni kontrolou bez zvySeného tlaku. Do kazdé tlakové lahve byla nalita
bentonitova suspenze, kterd vznikla smichanim 150 g bentonitu BaM a 500 ml vody VITA,
ktera byla pfed rozlitim do vzorkovnic dukladné homogenizovana. Vzorky bentonitové
suspenze byly pfipravovany za sterilnich podminek a pred nalitim do tlakovych nadob byly
ddkladné promichany.
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Obr. 1 Tlakova nadoba v rukavicovém boxu

Tab. 1 Seznam vzorkt s vyznaéenymi daty odbérti pouZité vody VITA, spusténi a ukonceni experimentt

, . Spusténi Ukonceni
Nazev vzorku Tlak (Mpa) odbér VITA . .
experimentu experimentu
2MPa-A 2 24.04.2019 25.04.2019 16. 05. 2019
2 MPa-B 2 24.04. 2019 25.04. 2019 16.05. 2019
5MPa-A 5 18.02.2019 19.02. 2019 12.03.2019
5 MPa -B 5 18. 02. 2019 19.02. 2019 12.03. 2019
7 MPa-A 7 21.03.2019 22.03.2019 12.04.2019
7 MPa -B 7 21.03.2019 22.03.2019 12.04.2019
NC (negativni Pretlak 210 Pa
. L. 21.03.2019 22.03.2019 12.04.2019
kontrola) vlci atmosfére

Experimenty probihaly po dobu tfech tydnd. Tlakova nadoba byla po uplynuti této doby
vyjmuta z rukavicového boxu a pfepravena k dal§imu zpracovani do molekularné-biologické
laboratofe na TUL.
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2.1.2 Molekularné-biologické zhodnoceni vzorkd suspenze bentonitu

Metody

Extrakce DNA: Bentonitova suspenze uréena pro molekularné-biologické zpracovani byla za
sterilnich podminek dukladné homogenizovana a nasledné byla po dobu 15 minut
centrifugovana za podminek RCF = 12500. Po skonc&eni centrifugace byl ze vzork(i odebran
supernatant a z usazeného bentonitu bylo odebrano 15 g, které byly vyuzity pro extrakci DNA.
DNA byla extrahovana ze vzorkt pomoci komeréné dostupného kitu DNeasy PowerMax Soil
Kit (Qiagen, Némecko) podle instrukci uvedenych v protokolu vyrobce. Koncentrace DNA byla
zmérfena pristrojem Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Life technologies, USA) dle protokolu
vyrobce.

Amplikonova sekvenace oblasti 16S rRNA: Ziskana DNA byla dale studovana metodou
amplikonové sekvenace oblasti 16S rRNA. Metoda byla podrobnéji popsana v prubézné
zpravé za rok 2015 (Cernik et al. 2015). Vyuzita byla platforma lonTorrent (Life Technologies,
USA). Amplifikovan byl variabilni V4 region pomoci primerta 530F a 802R (Tab. 2).

Tab. 2 Seznam pouzitych primer( pro amplikonovou sekvenaci oblasti 16S rRNA

Pokryti bez zamény

Primer Sekvence (5-3’) Zdroj Archaea | Bacteria | Eukaryota
(A) (B) (E)

530F | GTGCCAGCMGCNGCGG Do"zvgoeg al. 54,9 96,9 94.0

802R | TACNVGGGTATCTAATCC C':leszsooonget 91.8 925 0,9

Pro zpracovani NGS dat byl pouZit softwarovy balik DADA2 (verze 1.12, Callahan et al. 2016).
Po rozdéleni na jednotlivé vzorky byl pomoci DADA2 vygenerovani graf vypovidajici o
chybovosti a délce jednotlivych sekvenci. Ten byl dale pouzit pro nastaveni parametrd
programu DADAZ2 (odstranéni chybnych sekvenci, pfili§ kratkych sekvenci). Potencionalni
chiméry byly také odstranény pomoci softwaru DADA2. Pro ovéfeni spravného nastaveni byl
vyuzit vzorek s mock komunitou se 4 riznymi kmeny (Enterococcus, Bacillus, Klebsiella a
Staphylococcus). Pro dalsi zpracovani byl vyuzit software R a knihovna phyloseq (McMurdie
a Holmes 2013).

Pro taxonomické zafazeni byla pouzita databaze SILVA verze 132 (Quast et al. 2013) a
v pfipadech, kdy tato klasifikace nebyla dostacujici, tak byla vyuZita jako dopInék pouZita
verejné dostupna databaze GenBank (Sayers et al. 2019). P¥i interpretaci vysledkd nebyly
zohledfiovany sekvence, které se v datasetu vyskytly pouze jednou, protoze s relativné
vysokou pravdépodobnosti mohou reprezentovat chybu sekvenacni metody.

Stanoveni pfitomnosti vybranych skupin bakterii metodou kvantitativni PCR (qPCR)

Pro sledovani kvantitativnich zmén v €ase vybranych skupin mikroorganismd byla pouZita
metoda kvantitativni PCR (QPCR). Konkrétné byly sledovany tyto skupiny mikroorganisma:
siran redukujici bakterie (SRB), denitrifikaCni bakterie, zastupci rodu Geobacter (néktefi
zastupci tohoto rodu patfi mezi Zelezo-redukujici mikroorganismy) a celkova bakterialni
biomasa. Pouzité molekularné-biologické markery véetné sekvenci pouzitych primerd jsou
zobrazeny v Tab. 3.
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Tab. 3 Seznam primert pouZitych pro qPCR analyzu véetné jejich specificity

Primer Sekvence 5'-3' Specifita zdroj
RH1-aps-F CGCGAAGACE CTTCGAC Ben-Dov et al.
AAGACCTKATCTTCGAC | gRB: gen koduijici 2007
adenosin 5'
RH2-aps-R ATCATGATCTGCCAGCGGCCG | fosfosulfat reduktazu | Ben-Dov et al.
GA 2007
RH1-dsr-F GCCGTTACTGTGACCAGCC | SRB:gen kédujici | Ben-Dovetal
respiracni 2007
hydrogensifi€itan Ben-Dov et al.
RH3-dsr-R GGTGGAGCCGTGCATGTT reduktazu 2007
nirk 1F GGMATGGTKCCSTGGCA Geets et al.
Denitrifikacni
2007
bakterie (nitrat
nirk 5R GCCTCGATCAGRTTRTGGTT reduktaza) Geets et al.
2007
nirS cd3AF GTSAACGTSAAGGARACSGG Geets et al.
Denitrifikani
2007
bakterie (nitrat
nirS R3cd GASTTCGGRTGSGTCTTGA reduktaza) Geets et al.
2007
nosZ-F CGYTGTTCMTCGACAGCCAG Geets et al.
Denitrifikani
2007
bakterie (N.O
nosZ 1622R CGSACCTTSTTGCCSTYGCG reduktaza) Geets et al.
2007
Geo0494F AGGAAGCACCGGCTAACTCC Holmes et al.
Geobacteraceae 2002
Geo825R TACCCGCRACACCTAGT (IRB) — 16S rRNA | Anderson et al.
1998
16SqPCR-F Nadkarni et al.
TCCTACGGGAGGCAGCAGT Véechny bakterie: 2002
univerzalni 16S ]
16SgPCR-R | GGACTACCAGGGTATCTAATC rRNA primery Nadkarni et al.
CTGTT 2002

Vysledky

Pfi analyze sekvenacnich dat bylo na vstupu knihovny k dispozici celkem 4613 sekvenci pro
7 vzorkd (pramér na vzorek Cinil 659), po odfiltrovani nekvalitnich sekvenci zbylo 1572
sekvenci (prumér na vzorek byl 224). Na vystupu knihovny DADA2 zbylo celkem 1441

sv s

OTU tabulka obsahovala celkem 42 OTU. Zastoupeni nejhojnéjSich zjisténych taxont
s abundanci pfesahujici 3 % jsou zobrazeny na Obr. 2. Na Obr. 3 jsou zobrazeny vysledky
tzv. rarefaction analyzy, které zobrazuji zjiSténou druhovou diverzitu v jednotlivych vzorcich.
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Obr. 2 Relativni zastoupeni mikroorganismud s abundanci pfesahuji 1 % ve studovanych vzorcich
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Obr. 3 Vysledky rarefaction analyzy. Na ose x je zobrazena diverzita (respektive pocet zjisténych OTU,
tzv. species richness), na ose y pocet sekvenacnich &teni.
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Na obrazku je patrné, Ze zjistény pocet taxonl je nejnizSi u vzorkd, které byly vystaveny
nejvy$si hodnoté tlaku (7 MPa). Vzorky, na které plsobily 2 a 5 MPa, obsahovaly srovnatelné
mnozstvi mikrobialnich druhd jako negativni kontrola.

v s

hlediska jejich narok( na kyslik, terminalnich akceptord a donorl elektronli a trofie jsou
znazornény na Obr. 4, Obr. 5, Obr. 6 a Obr. 7. Schopnost pfeZivat nepfiznivé podminky ve
formé spor je zobrazena na Obr. 8.

vybranych OTU (rod Pseudomonas) byla pro bliZsi identifikaci vyuZita verejna databaze GenBank (viz
treti sloupec)

Rod (dle databaze | Rod (dopinéni dle -
OoTuU Sylva) BLAST) Tfida Kmen
Pseudomonas : Gammaproteobac
1 Pseudomonas Stutzeri Proteobacteria teria
2 Geobacter Proteobacteria Deltaproi;eobacter
Thermincola Firmicutes Clostridia
Alkalibacter Firmicutes Clostridia
5 Noviherbaspirillum Proteobacteria Gamm?eprzgteobac
6 Paenibacillus Firmicutes Bacilli
7 Acidovorax Proteobacteria Gammaproteobac
teria
8 Lacunisphaera Verrucomicrobia Verrucomicrobiae
9 Noviherbaspirillum Proteobacteria Gamm?eprzgteobac
10 Thermincola Firmicutes Clostridia
11 Thermincola Firmicutes Clostridia
12 Sediminibacterium Bacteroidetes Bacteroidia
14 Azoarcus Proteobacteria Gammaproteobac
teria
16 Pseudomonas Pseudomqnas Proteobacteria Gammaproteobac
stutzeri teria
17 Pseudomonas Pseudomonas sp. Proteobacteria Gamm?eprzgteobac
19 Lacunisphaera Verrucomicrobia Verrucomicrobiae
21 Desulfovibrio Proteobacteria Deltaproigeobacter
22 | Desulfosporosinus Firmicutes Clostridia
23 | Anaerosporomusa Firmicutes Negativicutes
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24 Acinetobacter Proteobacteria Gamm?eprzgteobac
25 Anaerospora Firmicutes Negativicutes
26 Aquabacterium Proteobacteria Gamm?eprzgteobac
27 | Sediminibacterium Bacteroidetes Bacteroidia
28 Massilia Proteobacteria Gammaproteobac
teria
29 Opitutus Verrucomicrobia Verrucomicrobiae
30 Clostrldlgm sensu Firmicutes Clostridia
stricto
33 Acinetobacter Proteobacteria Gamm?eprzgteobac
35 Massilia Proteobacteria Gammaproteobac
teria
36 Magnetospirillum Proteobacteria Alphaprrci);eobacte
37 Desulfosporosinus Firmicutes Clostridia

Vzorkim bentonitové suspenze dominovaly mikroorganismy Pseudomonas stutzeri,
Geobacter sp. a Thermincola. Prvni uvedeny mikroorganismus se vyznacuje versatilnim
metabolismem, ktery muaze jako terminalni akceptor elektront vyuzivat jak kyslik tak
dusi¢nany. Pseudomonas stutzeri muze vyuzivat Sirokou Skalu donoru elektront a rust za
aerobnich i anaerobnich podminek (i v pfipadé nastoleni aerobnich podminek bylo prokazano,
Ze jako TAE mohou byt pfilezitostné vyuzivany dusikaté slou¢eniny; napf. Bothe et al. 2000).
Podili se na cyklech dusiku, fosforu, siry a uhliku. Rust byl prokazan v Sirokém rozmezi teplot
a je rezistentni vuci téZzkym kovam (Lalucat et al. 2006). VSechny tyto vlastnosti mu umoznuji
osidlovat rliznoroda stanovisté a snadno se pfizpusobit danym podminkam. DalSim hojné
zjistény mikroorganismus byla bakterie Geobacter, ktera je schopna redukovat Zelezité
slouceniny. Treti uvedena bakterie, Thermincola sp., oxiduje vodik €i thiosiran a redukuje
zelezo & mangan. V8echny tyto (i dali zjisténé) bakterie byly zjistény i v pfedchozich
experimentech (viz napf. Cernik et al. 2018).
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Obr. 4 Srovnéani mikrobialnich spolecenstev s hlediska jejich naroki na Kyslik
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Obr. 5 Srovnani mikrobialnich spolecenstev s hlediska vyuzivanych donort elektron(
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Srovnani mikrobialnich spolecenstev z hlediska vyuzivanych
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Obr. 6 Srovnani mikrobialnich spoleenstev s hlediska vyuZivanych terminalnich akceptort elektron(
(TAE)
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Obr. 7 Srovnani mikrobialnich spolecenstev s hlediska jejich trofické strategie
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Srovnani mikrobialnich komunit z hlediska jejich schopnosti
sporulace
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Obr. 8 Srovnani mikrobialnich komunit z hlediska jejich schopnosti sporulace

Z vysledkl gPCR analyz vyplynulo, ze ve vSech studovanych vzorcich byly zjiStény vSechny
pouzité markery, které cilily na siran-redukujici, Zelezo-redukujici a denitrifikaCni bakterie (a
dale také celkovou bakterialni biomasu). Nebyl pozorovan ani Zadny trend v mnozZstvi
detekovanych bakterii, tj. dle vysledki qPCR analyz se vliv zvySeného tlaku neprojevil na
abundanci mikroorganisma.

Z vysledkl sekvenalnich analyz vyplynulo, Ze vliv tlaku se projevil na mikrobialni diverzité.
Konkrétné nejvyssi hodnota 7 MPa vedla ke snizeni poctu zjisténych OTU (viz Obr. 3). Pfi
srovnani funkénich profild mikrobialnich komunit také nebyl pozorovan zadny charakteristicky
trend, tj. vySSi tlak funkéni strukturu spoleCenstva v podstaté nikterak neovlivnil.

Je tedy patrné, Ze ani nejvy3si studovana hodnota tlaku nevede k potlaceni mikrobialni aktivity.
Na zakladé provedenych experimentl Ize konstatovat, Ze do 5MPa nebyl pozorovan na
sledovanych vzorcich vliv na proliferaci bakterii, ktery se zacal projevovat az od hodnoty 7
MPa.
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Ackoliv ma dle nazvu tato kapitola pojednavat o siran-redukujicich bakteriich, tak bylo
mikrobiologické studium dostupnych podzemnich vod v pribéhu feSeni pojato komplexnéji,
tak aby byla zjisténa celkova mikrobialni diverzita vybranych ¢eskych hlubokych podzemnich
vod. Duvodem je, Ze bezpecCnost obalového souboru hlubinného ulozisté mohou vyrazné
narusit i dal$i skupiny mikroorganismu. V letech 2016 a 2017 byly studovany podzemni vody
na lokalitach Josef, Bukov a Melechov.

3.1 Metodika

Vzorky byly analyzovany dvéma paralelnimi postupy: jednak pomoci kultivacnich technik a
dale pomoci molekularné-biologickych postupt zalozenych na studiu DNA.

3.1.1 Odbeéry vzork

Vzorky podzemnich vod byly odebirany intaktnim zptisobem do sterilnich nadob. Na pracovisti
Bukov byly odebrany i vzorky biofilmu (taktéz do sterilnich nadob). Pfi odbérech byly
pouzivany sterilni rukavice a rousky pro omezeni pfipadné kontaminace vzorkd. Po odebrani
byly vzorky uloZeny do transportni ledni¢ky a pfevezeny k okamzitému dalSimu zpracovani.

3.1.2 Molekularné-biologické zpracovani

Vzorky byly filtrovany pomoci zafizeni pro vakuovou filtraci (systém SpeedFlow, Crami Group,
Italie) pfes sterilni duraporovy filtr o porozité 0.22 um (Merck, Némecko). Filtry se zachycenymi
mikroorganismy byly dale ihned zpracovany, pfipadné byly skladovany pfi teploté -80°C do
nasledného zpracovani.

Dale byla ze vzorkl pomoci komeréné dostupnych kit extrahovana DNA, ktera byla nasledné
zpracovavana. Ziskana DNA byla analyzovana metodami gPCR (na pfistroji LightCycler ® 480
Instrument; Roche Biochemicals, USA) a amplikonového sekvenovani genu 16S rRNA.
Vyuzita byla platforma lonTorrent (Life Technologies, USA). DalSi blizSi informace (napf.)
k pouzitych primertim jsou k dispozici ve zpravach Cernik et al. 2016 a Cernik et al. 2017.

3.1.3 Kultivaéni techniky

Ke stanoveni po¢tu SRB a dalSich studovanych skupin mikroorganismu byla vyuzZivana
kultivaéni technika postavena na desetinném fedéni, ktera byla blize popsana v pfechozi
pribézné zpravé (Cernik et al. 2016). Pro kontrolu anaerobniho prostiedi byl coby indikator
pouzivan resazurin (barevnou zménou velmi citlivé reaguje na zvySeni hodnoty Eh). Tento tzv.
resazurinovy test je v mikrobiologii pfi kultivaci anaerobnich organism( bézné vyuzivan (napf.
Proctor 1997; Miranda et al. 2006; Jiang et al. 2015).

Vyhodnoceni metody spoiva ve spocteni narostlych kolonii na povrchu agaru, které
reprezentuji tzv. kolonie tvofici jednotky (cfu; colony forming units), a na zakladé pouzitého
fedéni se prepocte na plvodni vzorek.
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3.2 Vysledky

Podrobné vysledky jsou k dispozici v jednotlivych zpravach (Cernik et al. 2016 a Cernik et al.
2017).

3.2.1 Josef

Na lokalité Josef byla v roce 2016 studovana mikrobialni diverzita dvou zdrojli podzemnich
vod: vody VITA a HV1 (Cernik et al. 2016). Agkoliv jsou oba tyto zdroje vody situovany velmi
blizko u sebe, tak se druhové slozZeni jejich mikrobialnich komunit vyrazné liSilo. Hlavnim
vysvétlenim tohoto rozdilu je fakt, ze VITA pfedstavuje vodu méné oxidickou (coz dokazuje
méreni Eh; Tab. 4), zatimco voda z vrtu HV1 ma otevienou volnou hladinu a je tedy v pfimém
kontaktu s kyslikem. Mikrobialni diverzita ve vodé VITA byla nizka diky vysokému selekénimu
tlaku environmentalnich proménnych s typickymi zastupci SRB (konkrétné napf. zastupce
Desulfobulbaceae, rody Desulfomicrobium &i Desulfovibrio) detekovanych ve velkém mnozZstvi
a fermentujicich anaerobnich bakterii (napf. Spirochaeta sp.). Hlavnimi pozorovanymi
metabolickymi procesy detekovanymi v podzemni vodé VITA byly tedy redukce siran a
oxidace rozliénych organickych slou¢enin. Rovnéz mikrobialni diverzita ve vrtu HV1 byla nizka.
Byla pravdépodobné limitovana nedostatkem terminalnich akceptoru elektrond. Zda se, ze v
tomto zdroji podzemni vody probiha kompletni oxidaéné-redukéni cyklus siry — jak redukce
sirani pomoci SRB (napf. zastupce Desulfobulbaceae), tak na druhou stranu i oxidace siry za
ucasti aerobnich SOB (siru oxidujici bakterie) (napf. Sulfurospirillum multivorans), které se
pravdépodobné vyskytovaly u vodni hladiny v kontaktu se vzduchem.

Hojny vyskyt SRB byl potvrzen i metodou gPCR.

Voda VITA byla z davodu jejiho mikrobialniho slozZeni (tj. dominance SRB) v experimentech
tohoto zakazkového listu pouzivana jako mikrobialni inokulum pro vétSinu experimentu.
V téchto experimentech byl vzdy udélan vstupni odbér vody VITA, ktery byl sekvenovan.
Vysledky téchto sekvenacnich analyz opakované potvrdily, Ze je tato voda dominovana
zastupci SRB, coz ji ¢ini vhodnych kandidatem na pfirodni mikrobialni inokulum i pro budouci
experimenty. Funkéni diverzita vody (tj. pfedevS§im dominance SRB) se v Case neméni,
prestoze mlze dochazet k drobnym zménam v druhovém slozZeni.

3.2.2 Bukov

V roce 2016 probéhla mikrobiologicka analyza sedmi vzorkl podzemni vody a dvou biofilmu
z PVP Bukov. NejzietelnéjSim detekovanym metabolickym procesem byla oxidace
redukovanych siru a Zzelezo obsahujicich slouCenin. Mikrobialni komunita obsazena
v podzemni vodé BK 23 poukazuje na vySsi koncentraci zeleza (coz odpovida i mikrobialnimu
slozeni biofilmu u tohoto zdroje podzemni vody; pfitomnost napf. Ferriphaselus sp. Ci
Gallionella sp.). Heterotrofni bakterie detekované v BK 23 se liSily od téchto bakterii
vyskytujicich se v ostatnich zdrojich podzemni vody. Mikrobialni diverzita ostatnich zdrojl
podzemni vody je vice méné& homogenni (pravdépodobné kvili antropogennimu vlivu).

Jediny zdroj vody, ve kterém dominovala anaerobni mikrofléra, byl BK 18. Ve vzorku
dominoval zastupce rodu Ferribacterium .Jedna se o Zelezo-redukujici bakterii (IRB). Dale zde
byli detekovani zastupci SRB (napf. zastupce Desulfobulbaceae &i Desulfovibrio sp.) ale i
zastupci SOB (napf. Sulfuritalea sp.). Nizka abundance mikroorganismu v tomto zdroji
podzemni vody je pravdépodobné zpusobena nedostatkem zdroju zivin. Na druhou stranu, i
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pfes nizkou miru oZiveni, vykazoval tento zdroj vody vysokou diverzitu v ni Zijicich
mikroorganismu.

Z vysledkl sekvenace vzorku z Ize vyvodit, Ze bakterie detekované ve vétSiné odebranych
vzorkl nepredstavuji anaerobni mikrofléru hlubokych anoxickych podzemnich vod, nybrz
bakterie vyskytuji se na gradientu anoxické podzemni vody s obsahem redukovanych
sloucenin a aerobniho prostiedi tunelu s kyslikem coby terminalnim akceptorem elektront. Na
tomto gradientu se tedy hojné vyskytuji bakterie oxidujici tyto redukované slouceniny (at uz
siru &i Zelezo). Vzhledem k nizké mife oZiveni anaerobni podzemni vody ve vysledcich
sekvenacni analyzy tedy dominuji mikroorganismy vyskytujici se v misté vyvéru podzemni
vody do tunelu a mikrobialni diverzita anaerobni hluboké podzemni vody zUstava zastfena (s
vyjimkou vrtu BK18).

V roce 2018 probéhl na PVP Bukov a v dole Rozna podrobny mikrobiologicky monitoring,
jehoz vysledky jsou shrnuty ve zpravé Steinova et al. 2019. Do tohoto monitoringu bylo
zaclenéno celkem 122 vzorkl podzemnich vod. Vysledky mikrobiologickych analyz prokazaly,
Ze mikrobiologicka diverzita ve studovaném uzemi je silné ovlivnéna aerobnim prostfedim
ddlnich chodeb. Obligatné anaerobni mikroorganismy byly zjistény pouze v omezeném
mnozstvi. Mezi nejhojnéji zastoupené funkéni skupiny patfi mikroorganismy schopné oxidovat
organické latky, slouCeniny Zeleza a siry. AZ na vzacné vyjimky je mikrobialni diverzita
analyz byl vramci tohoto zevrubného monitoringu dale vyvinut vzorkovaci systém
z uzavienych vrtu. Hlavni soucasti tohoto systému je pasivni vzorkovac slouzici k zachyceni
mikrobialni biomasy v podzemni vodé. Tento vzorkovaci systém minimalizuje vliv aerobniho
prostiedi dalnich chodeb a eliminuje tak vliv antropogennich zasahl na lokalité. Je vhodny pro
dlouhodoby monitoring mikrobiologickych zmén.

3.2.3 Melechov

Na lokalité se vyskytuje celkem Sest vrtl, avSak jeden z vrtu je neprichodny (MEL-3), jeden
(MEL-5) byl vrtan pod uklonem 20° a pro vzorkovani podzemnich vod je tedy nevhodny a jeden
z vrtd (MEL-6) je ztracen (Pitrak 2016). Z tohoto duvodu byly k mikrobiologickym analyzam
vyuzity pouze vrty MEL-1, MEL-2 a MEL-4.

Vysledky molekularné-biologického zhodnoceni tfech studovanych vzorkd odebranych na této
lokalité potvrdily vyskyt bakterii, které metabolizuji (at’ uz oxiduji ¢i redukuiji) sirné slouc¢eniny.
PFitomnost SRB byla potvrzena ob&ma pouZitymi molekularné-biologickymi postupy — qPCR
a amplikonovym sekvenovanim oblasti 16S rRNA. Zjistény byly dale i Zelezo-oxidujici bakterie
a bakterie oxidujici vodik (obé& uvedené skupiny bakterii se podili na koroznich dé&jich).

Mikrobialni spoleCenstva zjiSténa v podzemnich vodach z Melechova vykazovala typicky
hlubinny charakter charakterizovany 1) limitujicim mnozstvim terminalnich akceptort
elektron(, 2) vysokym zastoupenim mikroorganism( schopnych oxidovat vodik a 3) vyskytem
mikroorganismu s velmi specifickymi akceptory elektront naznadujici oligotrofni prostredi.

Ve vSech tfech vrtech dominovaly anaerobni (at’ uz obligatné ¢i fakultativné) mikroorganismy.
Nejhojné&jsi zjistény donor elektronl pFedstavuji organické slou€eniny, mezi nejCasté;Si
terminaini akceptory elektront patfi kyslik a dusikaté slou€eniny. DalSim béznym

detekovanym typem metabolismu byla fermentace.

PFi interpretaci vysledkd je tfeba vzit v potaz zpGsob odbérd vzork( podzemni vody, ktery mohl
vysledky ovlivnit. Pro dosazeni presnéjSich vysledkl by bylo tfeba do vrtd umistit pasivni
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vzorkovace, které by umoznily nartst biomasy na pozadované matrici (napf. rozdrcena sterilni
hornina, sklo, kousky kovu) a blize by nastinily, k rozvoji jakych mikroorganismd v hlubinnych
vodach za podminek HU muzZe dojit. Tyto pasivni vzorkovade by umoznily i sledovani
postupné kolonizace a dlouhodoby monitoring zmén struktury mikrobialniho spole¢enstva.
Obdobné vzorkovade zachycuijici sesilni mikroorganismy jsou pouzivany napf. ve Svédsku
(Eriksson et al. 2016).

P¥i nastoleni podminek, které budou panovat v pozdé&j§ich fazich HU (tj. striktni anaerobie a
pravdépodobné oligotrofie) je nutné pocitat se zménou druhového spektra mikrobialniho
spolecenstva podle dostupnych donorl a terminalnich akceptort elektronli. Konkrétné dojde
k vymizeni organism0 vyuzivajicich kyslik coby terminalni akceptor elektrond. To, jaké
organismy prevladnou, se bude lokalné lisit a bude uréeno dostupnymi donory elektrond (napf.
organické latky, Fe?*, redukované formy siry, vodik) a dostupnymi terminalnimi akceptory
elektronl (napf. sirany, dusi¢nany, organické slouceniny).
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V ramci etapy 4 byly studovany podminky, za kterych mize dochazet k omezeni aktivity siran-
redukujicich a dalSich skupin bakterii, které maji potencial narusit celistvost a funkénost
ulozného obalového souboru. V prabéhu let 2016 az 2018 byly studovany tyto parametry: pH,
kompaktizace bentonitu, chemismus bentonitu a tlak.

4.1 Metodika

Vzorky byly obvykle analyzovany dvéma paralelnimi postupy: jednak pomoci kultivaénich
technik a dale pomoci molekularné-biologickych postupt zaloZzenych na studiu DNA. Jako
mikrobialni inokulum byly pouzivana v experimentech voda VITA, ve které dominuji SRB.
Experimenty probihaly v riznych usporadanich: nejprve byl vyuzivan roztok SBPOW (pro
experimenty studujici vliv pH), ¢ast experimentd probihaly v prostfedi bentonitové suspenze
(experimenty studujici vliv chemismu bentonitu a tlaku) a experimenty studujici rizné hodnoty
objemové hmotnosti probihaly v prostfedi kompaktovaného bentonitu.

4.1.1 Priprava vzorku

Postup odbérli vzorki podzemnich vod pouzitych pro experimenty byl popsan v kapitole
3.1.1). Pfiprava roztoku SBPOW je blize popsana ve zpravé Cernik et al. 2016 &i v této zpravé
(kapitola 5.1.1). Postup pfipravy kompaktovanych vzorkd bentonitt je detailné popsan ve
zpravach Cernik et al. 2017 a Cernik et al. 2018. Lisované suché objemové hmotnosti byly
1200, 1600 a 2000 kg.m=v roce 2017 a 1650, 1750 a 1850 kg.m=v roce 2018. Popis pfipravy
bentonitové suspenze je uveden v této zpraveé v kapitole 2.1.1.

4.1.2 Molekularné-biologické zpracovani

Vzorky vod byly filtrovany pomoci zafizeni pro vakuovou filtraci (systém SpeedFlow, Crami
Group, Italie) pfes sterilni duraporovy filtr o porozité 0.22 um (Merck, Némecko). Filtry se
zachycenymi mikroorganismy byly dale ihned zpracovany, pfipadné byly skladovany pfi
teploté -80°C do nasledného zpracovani.

Postup zpracovani vzorkl bentonitové suspenze je detailné popsan v této zpraveé v kapitole
2.1.2.

Kompaktovany bentonit byl za sterilnich podminek zhomogenizovan a dale zpracovavan
obdobnym zpusobem jako vzorky bentonitové suspenze.

Ze vzorkl byla pomoci komeréné dostupnych kitd extrahovana DNA, ktera byla nasledné
zpracovavana. Ziskana DNA byla analyzovana metodami gPCR (nha pfistroji LightCycler ® 480
Instrument; Roche Biochemicals, USA) a amplikonového sekvenovani genu 16S rRNA.

v v

k pouzitych primertim jsou k dispozici ve zpravach Cernik et al. 2016 a Cernik et al. 2017.
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4.1.3 Kultivaéni techniky

Ke stanoveni po¢tu SRB a dalSich studovanych skupin mikroorganismu byla vyuzivana
kultivaéni technika postavena na desetinném fedéni, ktera byla blize popsana v pfechozi
prabézné zpravé (Cernik et al. 2016). Pro kontrolu anaerobniho prostfedi byl coby indikator
pouzivan resazurin (barevnou zménou velmi citlivé reaguje na zvySeni hodnoty Eh). Tento tzv.
resazurinovy test je v mikrobiologii pfi kultivaci anaerobnich organism( bézné vyuzivan (napf.
Proctor 1997; Miranda et al. 2006; Jiang et al. 2015). Vyhodnoceni metody spociva ve spocteni
narostlych kolonii na povrchu agaru, které reprezentuiji tzv. kolonie tvofici jednotky (cfu; colony
forming units), a na zakladé pouzitého fedéni se prepocte na plvodni vzorek.

4.2 Vysledky

Podrobné vysledky jsou k dispozici v jednotlivych zpravach (Cernik et al. 2016, Cernik et al.
2017, Cernik et al. 2018).

4.2.1 Experimenty studujici vliv pH

V tomto experimentu byly v uspofadani SBPOW + voda VITA studovany ¢tyfi hodnoty pH: 7,
8, 9, 10 po dobu Sesti mésicu. V pribéhu experimentu se v§ak rozdily mezi hodnotami pH
jednotlivych variant experimentu snizovaly, coz lze pfisuzovat vysoké pufracni kapacité
roztoku SBPOW (a také mikrobialni aktivité). Hodnoty pH nebyly v prubéhu experimentu
upravovany, nebot jakakoliv manipulace se vzorky pFedstavovala vysoké riziko vngjsi
kontaminace. Hodnoty pH ve vSech variantach experimentu se nakonec pfiblizily hodnoté pH
9 (Obr. 9).

zmeény hodnot pH v case

pH

Obr. 9 Zmény hodnot pH v ¢ase. Hodnoty pH v inokulovanych vzorcich odpovidaji priméru namérenych
hodnot v obou zméfenych duplikatech.

Na Obr. 10 jsou zobrazeny vzorkovnice pfi poslednim odbéru (tedy po uplynuti doby Sesti
meésicl). K nejvétSimu rozvoji mikrobialni aktivity doslo ve vzorcich s pH 8. Voda v negativnich
kontrolach zlstala ve vSech pfipadech ¢&ira.
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Obr. 10 Vzorkovnice po poslednim odbéru. Pro kazdou hodnotu pH jsou zobrazeny dva duplikaty a
negativni kontrola (na obrazku oznacena jako NK).

Vysledky gPCR analyzy zmén mnozstvi celkové bakterialni biomasy detekované pomoci genu
16S rRNA jsou zobrazeny na Obr. 11. Je z nich patrné, Ze hodnota pH 10 byla pro rozvoj
mikrobialniho spolecenstva limitujici. Oproti tomu ve tfech ostatnich variantach experimentu
(hodnoty pH 7, 8 a 9) doSlo k vyraznému narlstu celkové bakterialni biomasy oproti
pGvodnimu stavu.
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Obr. 11 Relativni zmény v mnoZstvi celkové bakterialni biomasy pro rizné hodnoty pH detekované
genem 16S rDNA

Ve vysledcich amplikonového sekvenovani je mozné pozorovat nasledujici trendy: jednak
vyrazny pokles bakterialni diverzity ve vSech vzorcich oproti vstupnimu odbéru a dale také
znaény rozvoj denitrifikaénich bakterii, coZ odpovida i vysledkiim gPCR analyzy. Zadny ze
zachycenych dominantnich mikroorganismd (mimo bakterie detekované ve vstupnim vzorku,
tj. vodé Vita) neni charakterizovan obligatni anaerobii. Jednalo se spiSe o fakultativné aerobni
¢i anaerobni bakterie s versatilnim metabolismem, které jako terminalni akceptor elektron(
mohou vyuzivat jak kyslik za aerobnich podminek, tak dusikaté slouceniny pfi nastoleni
podminek anaerobnich. S pfihlédnutim k faktu, ze hodnoty pH se v pribéhu ¢asu vzajemné
pfiblizovaly, neni pfekvapivym zjisténim, Ze si struktury mikrobialnich komunit z pavodné
riznych hodnot pH byly dosti podobné.

Z vysledku tedy vyplynulo, Ze pro mikrobialni inokulum pochazejici z vody Vita je hodnota pH
10 limitni. Ostatni vstupni hodnoty pH umoznily vyraznou proliferaci mikroorganismu. Pfi
interpretaci téchto vysledku je tfeba vzit v potaz, Ze voda VITA ma pH v rozmezi 7 az 8 a
bakterie v této vodé se vyskytujici maji tedy optimum rustu pfi téchto hodnotach. Bylo-li by
pouzito mikrobialni inokulum adaptované na vysSi hodnoty pH, k tak vyraznému utlumu
mikrobialni aktivity nedojde. Tento experiment tedy ilustruje, jak bude reagovat mikrobialni
inokulum pfitomné v podzemni vodé (adaptované na nizSi hodnoty pH) na vysokou lokalni
hodnotu pH, avSak jeho vysledky by nemély byt interpretovany tak, ze hodnota pH 10 je limitni
pro rozvoj mikroorganismu. Recentni prace (napf. Rizoulis et al. 2016) prokazuji, Ze k rozvoji
dosti bohatého mikrobialniho spoleCenstva mize dojit i za vyrazné vySSich hodnot pH.
V pfipadé uvedené prace byly studovany hyperalkalické prameny na Kypru dosahujici hodnoty
pH az 11,9, které jsou autory pfipodobriovany k pfirodnim analoglm betonovych c&asti
hlubinného ulozisté. Vysledky prezentovany v této praci prokazaly, Ze i za takto extrémnich
podminek probihaji mikrobialni procesy (metabolismus plynt, redukce kovl), které jsou
relevantni pro bezpecnost hlubinného uloZisté.
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4.2.2 Experimenty studujici vliv objemové hmotnosti bentonitu

Experimenty studujici vliv objemové hmotnosti na proliferaci bentonitu probihaly v letech 2017
(suché objemové hmotnosti 1200, 1600 a 2000 kg.m=) a 2018 (suché objemové hmotnosti
1650, 1750 a 1850 kg.m3). Detailni informace jsou k dispozici v priib&Znych zpravach Cernik
et al. 2017 a Cernik et al. 2018.

Vysledky z prvniho kola experiment( (hodnoty 1200, 1600 a 2000 kg.m) prokazaly, Ze v dvou
nizSich studovanych hodnotach dochazelo k proliferaci nékterych mikroorganismu, zatimco pfi
nejvy$si studované hodnoté (2000 kg.m=) byla struktura mikrobidlni komunity identicka
s diverzitou zjisténou ve vstupni vzorku suchého homogenizovaného bentonitu (viz Obr. 12),
coz indikuje zadnou ¢i zanedbatelnou mikrobidlni aktivitu. Ve vzorcich bentonitu s nizsi
hustotou (1200 a 1600 kg.m3) byly zjistény dvé hlavni dominantni OTU, uréené jako zastupci
rodd Pseudomonas a Streptomyces. Tyto mikroorganismy byly zjistény i ve vzorku
nekompaktovaného bentonitu a bentonitu kompaktovaného na hustotu 2000 kg.m, ale v obou
pripadech ve vyrazné mensim zastoupeni. Vysledky Ize tedy pravdépodobné interpretovat tak,
Ze niz8i hustoty kompaktovaného bentonitu umoznily rozvoj téchto mikroorganismu, jelikoz byl
zjistén jejich narlst oproti stavu zachyceném v plivodnimu BaM bentonitu.

Rod Streptomyces patfi mezi Gram pozitivni bakterie naleZejici do Ffadu Actinomycetes.
Zastupci tohoto rodu maji komplexni zivotni cyklus zahrnujici minimalné tfi rizné typy bunék.
Streptomycetni bakterie patfi mezi nejpocetnéjSi pudni bakterie s ubikvitnim rozsifenim.
Vyznacuji se schopnosti metabolizovat a transformovat jinak téZko rozlozitelné latky, jakymi
jsou lignoceluléza ¢&i chitin (Hodgson 2000). Zjistény zastupce rodu Pseudomonas vykazoval
nejvy8si miru podobnosti s druhem Pseudomonas stutzerii. Jedna se o Siroce rozSifeny
denitrifikujici mikroorganismus, ktery muze vyuzivat Sirokou S$kalu donorl elektrond.
Pseudomonas stutzerii mize rust za aerobnich i anaerobnich podminek (i v pfipadé nastoleni
aerobnich podminek bylo prokazano, Ze jako TAE mohou byt pFilezitostné vyuzivany dusikaté
slouceniny; napf. Bothe et al. 2000). Podili se na cyklech dusiku, fosforu, siry a uhliku. Rust
byl prokazan v Sirokém rozmezi teplot a je rezistentni vici tézkym kovam (Lalucat et al. 2006).
VSechny tyto vlastnosti mu umoznuji osidlovat riznoroda stanovisté a snadno se pfizpusobit
danym podminkam.
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Relativni zastoupeni rodl s abundanci vyssi nez 1%
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Obr. 12 Relativni zastoupeni nejhojnéjsich rodd mikroorganismui

Vysledky sekvenaéni analyzy z roku 2018, kdy byly studovany suché objemové hmotnosti
1650, 1750 a 1850 kg.m3, prokazaly obdobny trend jako experimenty z pfedchoziho roku.
Nejvy$si mikrobialni aktivita byla zachycena ve vzorku 1650 kg.m=3, ve kterém dominoval
zastupce rodu Pseudomonas (viz Obr. 13). Tento zastupce pseudomonad opét vykazoval
nejvy$Si miru podobnosti s druhem Pseudomonas stutzeri. Tento organismus byl zaznamenan
i ve vzorcich byl zhutnénych na suchou objemovou hmotnost 1750 kg.m= a 1850 kg.m (avSak
v men8i mife). Ve vzorku bentonitu, ktery byl zhutnén na suchou objemovou hmotnost 1750
kg.m?, dominoval zastupce rodu Hydrogenophilus. Jedna se, stejné jako v pFipadé
Pseudomonas stutzeri, o mikroorganismus, ktery je schopen Zit jak aerobné, tak anaerobné,
jako donor elektront vyuziva organické slouceniny a za anaerobnich podminek vyuziva jako
terminalni akceptor elektrond dusi€nany. Ve vzorku bentonitu, ktery byl zhutnén na suchou
objemovou hmotnost 1850 kg.m3, dominoval zastupce rodu Methylovirgula, ktery patfi mezi
obligatni aeroby, ktefi jako donor elektronl vyuZzivaji organické slou¢eniny. Je otazkou, zda
detekované bakterie predstavuji metabolizujici zivé organismy, protoze minimalné Cast
zjisténého druhového spektra odpovida DNA z mrtvych bunék puvodné obsazenych ve vzorku.
Bylo prokazano, Ze DNA je sorbovana na bentonit a dalSi jilové mineraly a Ze takto sorbovana
DNA je velmi rezistentni vici rozkladu (napf. Paget et al. 1992). Lze vSak pfedpokladat, Ze
organismy, které byly detekovany ve vétSim mnozstvi vaci vstupnimu vzorku suchého
bentonitu, jsou schopné ve zhutnéném bentonitu pfezivat a pravdépodobné se i rozmnozovat.

34



Mikrobialni koroze za podminek hlubinného Evidenéni oznaceni:

SURAOQ | ulozisté pro koncepci ocelovy UOS-Zhutnény .
bentonit — Zavéreéna zprava SURAO TZ 403/2019

Rody s relativni abundanci vyssi nez 3%

100
90
80
70
60
50
40
o -
.
i -
0
1650_kg_m3 1750_kg_m3 1850_kg_m3 BaM vstup VITA_18 10 2017
M Acinetobacter B Rhizobium M Bosea
M Brevundimonas B Candidatus_Nitrotoga m Corynebacterium_1
M Delftia M Desulfatirhabdium B Desulfomicrobium
M Desulfovibrio W Desulfurivibrio M Faecalibacterium
B Flavobacterium B Haemophilus Hydrogenophilus
B Christensenellaceae_R-7_group M Lactococcus Lacunisphaera
M Leptolinea B Methylovirgula = MSBL7
W Mycobacterium M Nitrobacter m Nitrosomonas
Nocardioides m Paludibacter Paracoccus
M Parapusillimonas Pseudarthrobacter Pseudomonas
W Sphingomonas B Stenotrophomonas B Streptococcus
B Streptomyces B Thermomonas B Thiobacillus
M Others

Obr. 13 Relativni zastoupeni mikroorganismu s abundanci presahuji 3 % ve vzorcich kompaktovaného
bentonitu

V roce 2018 byl suchy bentonit sycen vodou VITA (na rozdil od experimentd v roce 2017),
avSak bakterie z této vody v bentonitu nebyly detekovany. Struktura mikrobialni komunity je
tedy urena mikroorganismy, které se vyskytovaly v bentonitu jiz pfed sycenim.

4.2.3 Experimenty studujici vliv chemismu bentonitu

Tento experiment doplfioval sérii experimentl studujicich vliv objemové hmotnosti na
proliferaci a preziti bakterii tak, aby bylo mozné odliSit vliv samotné objemové hmotnosti od
vlivu chemismu bentonitu. Experiment probéhl v bentonitové suspenzi, jako mikrobialni
inokulum byla (kromé& samotného bentonitu BaM) pouzita voda VITA.

Z vysledkd sekvenacnich analyz vyplynulo, Ze struktura mikrobidlni komunity ve vzorcich
bentonitové suspenze inokulované vodou VITA byla ur€ena mikroorganismy, které se
vyskytovaly ve vstupnim vzorku suchého bentonitu BaM. Mikroorganismy vyskytujici se ve
vodé VITA (mikrobialni komunité dominovaly pfedevsim siran-redukujici bakterie) nebyly ve
vétsiné pfipadl schopné se na prostiedi bentonitové suspenze adaptovat a vymizely. To muze
implikovat nékolik zavérd. Jednak mize byt chemismus bentonitové suspenze toxicky pro
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mikroorganismy vyskytujici se v podzemni vodé, anebo je mozné, Ze bakterie vyskytujici se
ve vodé VITA jsou schopné v omezené mife v bentonitové suspenzi prezivat, avSak jsou
konkurenéné slabsi ve srovnani s mikroorganismy vyskytujicimi se pfirozené v suchém
bentonitu BaM, které jsou na stresujici podminky bentonitové suspenze lépe adaptovany.
V takovémto prfipadé by vysledny efekt nebyl zplsoben toxickym efektem bentonitové
suspenze, ale pouze kompetici mezi mikroorganismy rizné adaptovanym na dané podminky.

Na Obr. 14, Obr. 15, Obr. 16 a Obr. 17 jsou zobrazeny nejvyznamnéjsi vysledky. Je zde patrny
velmi dynamicky rozvoj mikrobialni komunity oproti poCatku experimentu (Obr. 14), ktery je
zpUsoben naristem denitrifikacnich (Obr. 16) a Zelezo-redukujicich bakterii (Obr. 17). Nejprve
dochazi k rozvoji denitrifikaénich bakterii a po spotfebovani dusi¢nant dochazi k nartstu
Zelezo-redukujicich bakterii. Identicky trend byl pozorovan i v experimentech s bentonitovou
suspenzi, ktery studoval vliv tlaku (viz kapitola 2.1.2). Naopak SRB, které dominovaly vodé
VITA pouZité pro inokulaci, v prostfedi bentonitové suspenze schopné pfezit nebyly (Obr. 15).
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Obr. 14 Relativni zmény celkové mikrobialni biomasy v ¢ase
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relativni kvantifikace - siran-redukujici bakterie (gen apsA)
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Obr. 16 Relativni zmény denitrifikacnich bakterii v ¢ase
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relativni kvantifikace - Geobacteraceae (Geo)
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Obr. 17 Relativni zmény zastupctu Geobacteraceae v ¢ase

Experimenty se suspenzi bentonitu umoznuji I1épe pochopit dynamiku mikrobiologickych
procesu v dlouhodobém Casovém horizontu. Experiment se suspenzi napomohl stanovit
nékolik trendd rozvoje mikroorganismu v prostfedi bentonitu, které nemohou byt v prostfedi
zhutnéného bentonitu pozorovany, avSak v delSim &asovém useku mohou byt velmi
vyznamné. Na rozdil od zhutnénému bentonitu se jedna o prostfedi bez extrémnich limitujicich
faktort (napf. vysoky tlak) a je tedy vhodné k predikci pravdépodobnych dlouhodobych
mikrobialnich procesl v bentonitovém prostfedi, které v kompaktovaném bentonitu nemohou
byt zachyceny, jelikoz je zde mikrobialni aktivita cilené minimalizovana. Pozorovanymi trendy
jsou:

e Dojde-li ke kontaktu bentonitu s podzemni vodou, tak struktura mikrobidlni komunity
bude pravdépodobné ve vétSiné pfipadl uréena bakteriemi, které se pfirozené
vyskytuji v bentonitu. Mikroorganismy pfitomné v podzemni vodé nejsou na Zivot
v bentonitovém prostfedi ve vétSiné pfipadt adaptovany. Divodem je pravdépodobné
specificky chemismus bentonitu. Vyjimku by mohly tvofit podzemni vody s vysSim pH.

e PFi nasyceni bentonitu vodou dochazi postupné k rozvoji zasporulovanych
mikroorganismd. Casto se jednalo o bakterie, které ve vzorku suchého prasku nebyly
ani detekovany, protozZe v plvodnim vzorku se vyskytovaly v mnozZstvi pod detek&nim
limitem metody.

e Nejprve jsou jako donory elektronl vyuzivany organické slouceniny, které jsou
pfitomné v bentonitu. Jakmile dojde kjejich vymizeni, zacnou se rozvijet
mikroorganismy, které oxiduji jiné slouceniny (napf. vodik, thiosiran a;.).

e Nejprve dojde k prudkému rozvoji denitrifikacnich mikroorganismu, pozdéji nastoupi
organismy schopné redukovat slouc¢eniny Zeleza i siry.

e Zvysledkl je patrné, Ze i zde (stejné jako v dalSich biologickych systémech) se
projevuje urCity prvek nahody. Ackoliv si jsou studované replikaty vzajemné funkéné
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velmi podobné, tak stejnou roli v systtmu mohou zastavat mikroorganismy s jinym
taxonomickym zafazenim.

4.2.4 Experimenty studujici vliv tlaku

Vysledky téchto experimentl jsou komentovany v kapitole 2.1.2 této zpravy. Ani nejvySsi
studovana hodnota tlaku (7 MPa) nevedla k potlaCeni mikrobialni aktivity. Na zakladé
provedenych experimentu lze konstatovat, Ze do 5MPa nebyl pozorovan na sledovanych
vzorcich vliv na proliferaci bakterii, ktery se zacal projevovat az od hodnoty 7 MPa (a to
pfedevSim snizenim mikrobialni diverzity).
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5.1 Experimentalni ¢ast

5.1.1 Dlouhodobé expozice

V ramci Etapy 5 byly provedeny jako hlavni experimenty kamparové expozice uhlikové oceli
a médi ve smésich syntetické porové vody bentonitu BaM (SBPOW) s vodou VITA (podzemni
laboratof Josef) a inokulem komeréniho kmene termofilnich sulfat-redukujicich bakterii (T-
SRB), dale v podzemnich vodach VITA a GRIMSEL (voda odebrana ve Svycarské podzemni
laboratofi z vrtl z probihajici in-situ vyhfivaného korozniho experimentu). Slozeni roztoku
SBPOW je uvedeno v Tab. 5. K dispozici byly tfi cely umoznujici v kazdé z nich expozici dvou
sond rezistometrickych a dvou impedancnich, a dale péti vzork( pro gravimetrické hodnoceni
a analyzy. Dvé z cel byly vyhfivany na konstantni teplotu topnym hnizdem, jedna cela
pracovala vyhradné na laboratorni teploté. Expozice probéhly v osmi kampanich v trvani
pfiblizné 13 tydnl. Expozice byly provadény nejprve pfi teplotach 70, 40 C a Tias. Nicméné se
ukazalo, Ze konsorcium vody VITA je adaptovano na nizké teploty, proto byly dalSi expozice
ve vodé VITA provadény uz pouze na Tiae. Expozice ve vodé zlaboratofe Grimsel byly
provadény na teploté adaptace konsorcia 40 °C a expozice v komerénim inokulu T-SRB byly
provadény na optimalni teplot¢ 55 °C. Rozpis jednotlivych kombinaci materiald a
experimentalnich podminek v kampanich je uveden dale:

Kampan 1

a) Fev SBPOW na Tias
b) Fe v SBPOW na 40 °C
c) FevSBPOW na70°C

Kampan 2

a) Fe v SBPOW inokulovaném vodou VITA (objemovy pomér 9:1) na Trae
b) Fe v SBPOW inokulovaném vodou VITA (objemovy pomér 9:1) na 40 °C
c) Fe v SBPOW inokulovaném vodou VITA (objemovy pomér 9:1) na 70 °C

Kampan 3

a) Fe v SBPOW bez pfidanych dusi¢nanu na Tias
b) Fe v SBPOW bez pfidanych dusi¢nant na 40 °C
c) Fe v SBPOW bez pfidanych dusi¢nant na 70 °C

Kampan 4

a) Fe v SBPOW bez pfidanych dusi¢nanut inokulovaném vodou VITA (objemovy pomér
9:1) na Tiag
b) Fe ve vodé z podzemni laboratofe v Grimselu na 40 °C

(vlivem technickych problému byly v této kampani provedeny expozice pouze za dvou
podminek)

Kampan 5
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a) Fevevodé VITAna Tias
b) Fe ve sterilizované vodé VITA na Tias
c) Fe ve sterilizovaném roztoku SBPOW na 55 °C

(vlivem technickych problémdi byly provedeny 2 expozice na Tiag)
Kamparn 6

a) Fe ve sterilizované vodé z podzemni laboratofe v Grimselu na 40 °C
b) Cu ve vodé z podzemni laboratofe v Grimselu na 40°C
c) Cu ve sterilizované vodé VITA na Tias

Kampan 7
a) Cu ve sterilizované vodé GRIMSEL na 40 °C (sterilizovana voda GRIMSEL z 5/2018)
b) Cuve vodé VITAna Tias
c) Cu ve sterilizované SBPOW na 55 °C

Kamparn 8
1) Fe v SBPOW inokulované T-SRB na 55 °C
2) Cuv SBPOW inokulované T-SRB na 55 °C

Pro vyhodnoceni hmotnostnich Ubytki a post-expozi¢ni analyzy (rentgenova difrakce a
skenovaci elektronova mikroskopie) byly pfipraveny vzorky z oceli CSN 422707.9 o tloustce 5
mm z ty8e o praiméru 30 mm a stejné tak z médi Cu-OF (oba materialy dodala SKODA Jaderné
strojirenstvi). Ocelové vzorky byly pfed expozici obrouseny na brusném papife o zrnitosti P60
a mofeny po dobu dvou minut v HCI (v poméru 1:1 koncentrovana kyselina 36 hm.%
s destilovanou vodu). Médéné vzorky byly rovnéz brouseny a mofeny v 5 hm.% H,SO.. Po
mofreni byly nasledné vzorky oplachnuty v destilované vodé, etanolu a acetonu a zvazeny na
analytickych vahach. Dale byly pro méfeni pouZzity rezistometrické sondy, bud z ocelové folie
(material folie uhlikova ocel AISI 1010, vyrobce Lyon Industries, USA) o Sifce stopy 2 mm a
tloustce 100 ym. Pro médéné sondy byly pouzity standardni desky pro tiSténé obvody o
tloustce 18 um od spole€nosti Pragoboard. Rovnéz byly pouzity impedancni sondy z ocelové
folie o Sifce stopy 2 mm a délce 40 mm, vzdalenost mezi stopou 1 a 2 je 6 mm, mezi stopou
2 a 3 je 15 mm. Médéné impedanc¢ni sondy mély délku stopy 40 mm a Sifku stopy 10 mm,
vzdalenost obou stop byla 10 mm. V8echny typy sond jsou prezentovany na Obr. 18. Sondy
byly pfed pocatkem expozice lehce pfebrouSeny ocelovou vatou 3M. Rezistometricka méfeni
jsou provadéna kontinualné pomoci pfistroje ACD03 (MetriCorr, Dansko) a impedanéni méreni
pomoci potenciostatu Reference 600 (Gamry Instruments, USA). Experimenty probihaji
v anaerobnim boxu (Jacomex GP-Concept, Francie) s kontrolovanou atmosférou argonu
(Argon 4.8), kde se dlouhodobé udrzuje koncentrace zbytkového kysliku pod hranici < 1 ppm

(obj.).

Tab. 5 Rovnovéazné slozeni pérového roztoku bentonitu BaM (1600 kg.m-3) pfi Tias (Cervinka a Gondolli
2015)

Content
lon
[mol dm3]
Na* 1.88 x 107
K* 2.38 x 103
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Ca* 3.49 x 10*
Mg?* 1.11 x 10
CI 7.88 x 1073
S04~ 1.21 x 102
NOs 1.09 x 102
HCO3 1.06 x 103

Obr. 18 Ocelova rezistometricka sonda (nahore vlevo) a impedancni sonda (nahore vpravo); médéna
rezistometricka sonda (dole vlevo) a impedanéni sonda (dole vpravo)

VSechny vzorky, méfici cely a pfistroje byly pfed umisténim v anaerobnim boxu povrchové
dezinfikovany pomoci etanolu. Teplotné odolné ¢asti experimentalniho vybaveni (laboratorni
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sklo, klemy, atd.) byly sterilizovany pfi teploté 160 °C po dobu dvou hodin. Vzorky a veSkery
material byl do komory vkladan pfes pfechodovou komoru, ktera byla desinfikovana etanolem.
Vlastni sterilizované Casti byly chranény alobalem, ktery byl také tepelné sterilizovan. Vnitfni
pracovni povrch anaerobniho boxu byl pfed experimenty dezinfikovan pomoci etanolu a
sterilizovan pomoci UV-C lampy (vinova délka 253,7 nm, pfikon 15W, NEXA s.r.o0., Slovensko)
po dobu 3 hodin (doba dostate&na pro uplnou sterilizaci vnitiniho prostfedi boxu). Béhem této
doby byla poloha lampy dvakrat ménéna (zezadu, ve stfedu a z pfedni strany boxu) tak, aby
doslo ke sterilizaci celého objemu komory. Kontrola kvality sterilizace byla provedena na konci
experimentu stéry, vysledky potvrdily sterilni prostfedi. Roztok SBPOW byl pfed zadatkem
expozice po umisténi do rukavicového boxu odvzdusSnovan po dobu 3 dni. Konecna zbytkova
koncentrace po odvzdushovani roztoku je pod mezi stanovitelnosti externiho kyslikového ¢idla
FDO® 925 (WTW, Némecko). Pouzité pfistroje byly sterilizovany za pomoci vySe uvedené UV-
C lampy.

Expozice uhlikové oceli probiha ve varnych barikach o objemu 1000 ml. Do kazdé z banék
bylo umisténo vzdy pét diskovych vzorkl, dvé sondy rezistometrické a dvé sondy impedandni.
Expozice byla zapo&ata pfidanim 1000 ml roztoku SBPOW do kazdé z banék. Teplota roztoku
byla kontrolovana externim Cidlem (€idlo Pt1000 umistnéné ve sklenéném pouzdie) pomoci
topného systému Heidolph™ Heat-On Blocks (Heidolph, Némecko). Rezistometricka méfeni
probihaji automaticky s periodou 3 h. Impedanéni méfeni (EIS) byla provedena v prvnim tydnu
kazdy den, a nasledné se provadi méfeni minimalné 1x tydné. EIS méfeni probihalo
v dvouelektrodovém usporfadani v rozmezi frekvenci 100 kHz — 10 mHz s amplitudou 15 mV
a hustotou zaznamu 10 bodl na dekadu. U ocelovych vzorkl byla nejprve méfena EIS mezi
stopou 1 a 2 a nasledné mezi stopou 2 a 3.

Ctyfi z péti diskovych vzork( byly mofeny dle normy ISO 8407 a néasledn& zvazeny na
hmotnostni Ubytky. Paty vzorek byl v baleni s argonovou atmosférou pfedan pro analyzu
rentgenovou difrakci (PANalytical X'Pert Pro, Holandsko) a nasledné byl podroben
mikroskopickym analyzam (TESCAN VEGA3 LMU, CR). Byla rovné&Zz vyhodnocena
impedancni spektra ze sond a obdobné ureny prabézné korozni rychlosti ze zaznamu
rezistometrickych sond.

DalSim experimentem byla expozice v SBPOW s pfidavky axenickych izolatd sulfat-
redukujicich (SRB) a zelezo-redukujicich (IRB) bakterii z vody VITA. ProtoZe pfi expozicich ve
smési SBPOW a vody VITA (viz pfedchozi kapitola) doslo pfednostné k rozvoji denitrifikaénich
bakterii, byl tento experiment proveden kvili ovéfeni pfimého plusobeni SRB a IRB na
uhlikovou ocel a méd. Za timto ucelem byly v Chemcomexu pfipraveny axenické izolaty IRB
a SRB zvody VITA. Jako zkuSebni podminky byly pouzity: Cista SBPOW, SBPOW
s pridavkem izolatu SRB (9:1 obj.) a SBPOW s pfidavkem izolatu IRB (9:1 obj.). Pro kazdou
kombinaci materialu a prostfedi byly pouzity tfi nezavislé cely. V kazdé byla umisténa jedna
impedanéni sonda a tfi vzorky materidlu (dva pro gravimetrické hodnoceni a jeden pro
analyzy). Expozice probihala po dobu 13 tydnua v rukavicovém boxu s kontinualnim
promyvanim dusikem 4.0 pfi laboratorni teploté. Méfeni elektrochemické impedancéni
spektroskopie (EIS) probihala jednou tydné s pomoci potenciostatu PARSTAT 3000A-DX
(Ametek, USA). Po ukonc&eni expozice probé&hly analyzy pomoci rentgenové difrakce (X Pert
Pro, PANalytical Holandsko) a SEM (VEGA3 LMU, TESCAN CR).
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5.1.2 Priprava kultur mikroorganismu pro korozni experimenty

Pro pokra¢ovani koroznich experimentd byly zvoleny konkrétni taxony reprezentujici korozné
aktivni mikroorganismy jako referenéni material pro komplexné;jsi pohled na problematiku vlivu
a pfispévku k deterioraci uhlikové oceli. Prvnim pozadovanym okruhem byly definované
suspenze bakterii redukujicich Zelezo a bakterii redukujicich sirany izolovanych z pfirodnich
matric. Material byl pouzit z mikrobiologické sbirky spole¢nosti CHEMCOMEX, a.s., kam byly
umistény v ramci predchazejicich projektd a studii prostfedi z hlediska mikrobialniho osidleni.
Taxonomické zarazeni bylo provedeno na zakladé predchozich analyz izolovanych kultur
metodou NGS. Dlouhodoba stabilita, prokazatelna kultivovatelnost a schopnost vyuzivat jako
terminalni akceptor elektront pozadovanou chemickou latku byly dobrymi kvalifikaénimi
predpoklady pro vyuziti v projektu. Druhym okruhem pozadavk( pro pfipravu suspenze
konkrétniho mikroorganismu byla schopnost biologické redukce sirant v termofilnim rezimu
kultivace. K tomuto ucelu byl zvolen sbirkovy kmen uloZeny a dostupny z némeckeé sbirky
DSMZ. Profily pouzitych mikroorganismu jsou pifehledné shrnuty dale (Tab. 6).

Tab. 6 Mikroorganismy se sbirky DSMZ pouzité pro korozni experimenty

mikroorganismus metabolicky profil reprezgntativni
typ publikace
TycCinkovita anaerobni bakterie, pramér
pfiblizné 0,1 um a pohybuje se v
rozmezi od 2-3 um do délky [1].
Uspofadani bunék muze byt jednotlivé a
v fetézcich. Vyskytuje se ve vodnich
G . Zelezo sedimentech. Jako anaerobni | Mehta-Kolte a
eothrix o . , . .
fermentans redukujici | chemoorganotrofni bakterie je | Bond (2012)

bakterie nejznaméjSi pro svou schopnost
pouzivat jako akceptory elektron(
Fe(lll), stejné jako dalSi kovy ve vySSim
oxidatnim  stavu, napf.  Mn(IV).
Metabolizuje Sirokou Skalu organickych
substratd jako donor( elektrond.

Striktné anaerobni, acidofilni bakterie
tvofici endospory, Casto nalézana v
dllnich odtocich pfi kyselé tézbé (pH
kolem 3,0). Buriky jsou gram-negativni,
nemotilni, zakfivené tyCinky vyskytujici

Desulfosporosinu sirany” 1 se jednotlivé. Rastové optimum pfi pH | Alazard et al.
e redukujici . , . Y
s acidiphilus b : 5,2. Disponuje schopnosti vyuzZivat (2010)
akterie . : g
laktat, pyruvat, glycerol, glukézu a
fruktézu jako donory elektronl. Sirany
reprezentuji jeho akceptory elektron,
nelze je vSak alternovat sifiCitany,
elementarni sirou, As(V) a fumaratem.
Kmen DSM 14880 / VKM B-2319 / CO-
termofilni | 1-SRB) je stfedné termofilni, anaerobni,
Desulfotp_maculu sirany chemqllthoheterc_):trc?fn! gra_lm-pozmynl Parshina (2005)
m nigrificans redukujici | bakterie, redukujici sirany, izolovany z

bakterie kalu odpadni vody z prumyslového
anaerobniho bioreaktoru. Bunky jsou
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pohyblivé, sporogenni a tvofici ty€inky.
Teplotni rozsah pro rist je mezi 30 a 68
°C, s optimem pfi 55 °C. Rozsah
koncentrace NaCl pro rlst je mezi0a 17
g/l; nedoSlo ke zméné rychlosti rastu,
dokud koncentrace NaCl nedosahla 8
g/l. Rozsah pH pro rust je mezi 6,0 a 8,0,
s optimem 6,8-7,2. Jako domor
elektron vyuziva vodik, pyruvat,
glukoézu, fruktdzu, maltosu, laktat, serin,
alanin, ethanol a glycerol. Fermentuje
pyruvat, laktat, glukézu a fruktézu. Jako
akceptory elektront mize pouzit sirany,
thiosirany a sifiCitany.

Kultivaéni propagace byla provadéna v bioreaktoru o objemu 2,5 litru provozovaném
v anaerobnim rezimu. Intenzifikace pfestupu hmoty byla provadéna magnetickym michadlem
v pomalobé&zném rezimu. Kyslik z kultivaCnich médii byl odstranén varem a pro kontrolu
anaerobniho prostfedi byl vyuzit resazurinovy test (resazurin barevnou zménou velmi citlivé
reaguje na zvySeni hodnoty Eh). Resazurinovy test je v mikrobiologii pfi kultivaci anaerobnich
organismu bézné vyuzivan jako spolehlivy prostfedek pro potvrzeni anaerobnich podminek.
Pro v8echny pouzité mikroorganismy bylo jako zakladni kultivaéni médium pouzito minimalni
médium DSMZ 1663 (slozeni volné dostupné na www.dsmz.de) experimentalné modifikované
pro zelezo redukujici bakterie dodavkou 0,4 g/L chloridu zelezitého a pro sirany redukujici
bakterie dodavkou 0,4 g/L siranu amonného. Sterilita médii byla docilena dvacetiminutovou
sterilaci pfi 120 °C v autoklavu. Primérna doba kultivace byla 21 dni. Dosahované
koncentrace biomasy se pohybovaly okolo 10* cfu/mL. Kultivaéni teploty byly 21 °C vyjma
termofilniho kmene, kde byla zvolena teplota 40 °C.

5.1.3 Kratkodobé laboratorni testy

Vliv zmény prostiedi byl monitorovan v ramci kratkodobych experimenti na VSCHT Praha.
Slozeni zakladniho roztoku SBPOW bylo zménéno v prvni varianté tak, Ze nebyly pfidany do
roztoku dusi€nany (experimentalni model extrémniho pusobeni denitrifikanich bakterii). Dale
byl pouzit roztok bez dusiénanu i sirand, ve kterém byly ekvimolarné nahrazeny sirany sulfidy
(experimentalni model extrémniho plsobeni sulfat-redukujicich bakterii, k jejichz rozvoji dojde
po spotfebovani dusi€nanl denitrifikacnimi bakteriemi). Sulfidy byly pfidany ve formé
nonahydratu sulfidu sodného a nasledné bylo upraveno pH 12,3 zpét na hodnotu 8,3
pfidavkem koncentrované HCI. Kontrola pH probihala pomoci sklenéné pH elektrody (WTW
lon Sens, Némecko). Pfidavek koncentrované HCI by pfiblizné 0,28 ml na 1 litr SBPOW, coz
predstavuje 3,26 mol.dm chlorid, tedy pfiblizné 4nasobek plvodni koncentrace chloridl v
SBPOW. Pro experimenty byl pouZit valcovy vzorek z oceli CSN 422707.9 nebo Cu-OF o
praméru 10 mm a vySce 20 mm, s celkovou exponovanou plochou 7 cm?. Méfeni probihala
v dvouplastové sklenéné cele termostatované na 40 &i 70 °C. Vzorek byl pfed testem brousen
brusnym papirem zrnitosti P80, oplachnut vodou, etanolem a osu$en teplym vzduchem.
Vzorek byl vzdy upnut ve Stern-Makridesové drzaku. ZkuSebni roztok o objemu 750 ml byl
pred méfenim vzdy 1 h odvzdusfiovan dusikem 4.0 a poté byl vzorek ponofen pod hladinu.
Dal$i 1 h probihalo ustalovani samovolného korozniho potencialu. V roztoku byly stanoveny
hodnoty pH a Erepiox. Pro kazdou expozici byl zméfen polarizacni odpor, a dale anodicka nebo
katodicka potenciodynamicka kfivka. Pro méfeni byla pouzita nasycena chlorido-stfibrna
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referenéni elektroda a platinova protielektroda ve formé dratu o plose 5 cm?. Polariza¢ni odpor
byl méfen v rozmezi -20 to +20 mV/Exor S rychlosti polarizace 0.1 mV s*. Katodické krivky
byly méfeny v rozmezi +50 to -500 mV/Ekor s rychlosti polarizace 2 mV s™. zatimco anodické
v rozmezi -50 to +500 mV/ Ekor S rychlosti polarizace 2 mV s,

5.2 Vysledky

5.2.1 Dlouhodobé expozice — kombinace SBPOW a vody VITA

Expozice uhlikové oceli v SBPOW a SBPOW bez dusi¢nant ve varianté sterilni nebo
inokulované podzemni vodou VITA (ze Stoly Josef) byly provedeny v ramci kampani 1 az 4.
Pozorované korozni produkty jsou shrnuty v Tab. 7. PFi laboratorni teploté (Tiag) a 40 °C byla
pozorovana zelena rez uhli¢itanového typu jako hlavni korozni produkt. PFi teploté 70 °C je
jedinym koroznim produktem magnetit. V. SBPOW obsahujicim dusi€nany byly detekovany i
na 40 °C stopova mnozstvi magnetitu. Pfitomnost dusi¢nantl, zvySujici oxidacné-redukéni
potencial prostiedi, evidentné urychluje pfechod ze zelené rzi na magnetit. V SBPOW bez
dusi¢nanu (SBPOW-NO3) nebyl na 40 °C magnetit detekovan. Inokulace roztoku vodou VITA
neméla zadny vliv na fazové slozeni koroznich produktd.

Na Obr. 19 jsou uvedeny snimky ze scanovaciho elektronového mikroskopu (SEM).
Dokumentuji rozdilnou morfologii zelené rzi pfi T ag @ 40 °C. Na snimku vlevo (Tpag) jsou jesté
patrné krystaly zelené rzi, zatimco povrch po expozici na 40 °C se jiz jevi jako globularni.
Uhlikova ocel se v anaerobnim roztoku bentonitu rozpousti nejprve na komplexy Fe(HCO3)",
nasledné rychle precipituje amorfni forma zelené rzi, ktera nasledné krystalizuje. Pfi dalSim
rozpousténi dochazi k presyceni pravé v porové systému krystall zelené rzi a povrch se
pokryva nové vyprecipitovanou zelenou rzi a tvofi tyto globularni utvary, ktera vSak uvnitf neni
plnoprifezové vyplnéna, ale jsou uvnitf primarni krystaly zelené rzi. Nasledné prechazi
nestabilni zelena rez na magnetit. Tento pfechod je rychlejsi pfi 40 °C. Pfiteploté 70 °C zelena
rez vibec nevznika a z rozpusténych komplexu precipituje rovnou magnetit.

Tab. 7 Fazové slozeni koroznich produkti stanovené metodou XRD po expozici ve variantach roztoku
SBPOW inokulovaném vodou VITA

Prostredi Teplota Korozni produkty
Tias Fes(OH)12(COs) (zelena rez)
SBPOW 40 °C | Fes(OH)12(CO3) (zelena rez) + FesOq
70 °C Fes04
TLa Fes(OH)12(COs3) (zelena rez)
SBPOW+VITA 40 °C | Feg(OH)12(CO3) (zelena rez) + FesOa
70 °C Fes04
TiaB Fes(OH)12(CO3) (zelena rez)
SBPOW-NO3 40 °C Fes(OH)12(CO3) (zelena rez)
70 °C Fes04
SBPOW-NO3+VITA | Tias Fes(OH)12(CO3) (zelena rez)
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SEM HV: 20.0 kV WD: 5.99 mm . SEM HV: 20.0kV | WD: 6.14 mm
View field: 43.4 pm Det: SE View field: 43.7 pm ‘ Det: SE
SEM MAG: 5.00 kx |Date(m/d/y): 08/10/17 SEM MAG: 4.96 kx |Date(m/dly): 08/10/17

Obr. 19 Obrazky se SEM po expozici ve sterilnim SBPOW (1. cyklus); T.as (vlevo) a 40 °C (vpravo)

Na Obr. 20 jsou uvedeny dal3i snimky ze SEM. Snimek vlevo nahofe je povrch po expozici
v SBPOW inokulovaném vodou VITA pfi Tiae. Na povrchu doSlo k rozvoji denitrifikaCnich
bakterii (jak potvrdila nasledna analyza qPCR). Nejednalo se o spojity biofilm, ale pokryti
povrchu bylo rovhomérné na celém povrchu vzorkl(. Bakterie byly soucasti koroznich
produktu. PfestoZe se jednalo o nejvétsi proliferaci zjisténou v celém projektu, ani v tomto
pfipadé nebyly po expozici detekovany zmény v koncentraci dusi¢nant v roztoku pfed a po
expozici. U dalSich experimentu nebyly analyzy roztoku pfed a po expozici viibec provadény.

Na snimku nahofe vpravo je povrch SBPOW inokulovaného vodou VITA po expozici pfi 40 °C.
Mikrobialni konsorcium vody VITA adaptované na teplotu pfiblizné 12 °C nebylo zivotaschopné
a mrtvé bakterie se na povrchu vyskytovaly pouze vyjimecné a vétsSinou ve shlucich.

Snimek vlevo dole zobrazuje povrch po expozici v SBPOW bez dusi¢nanl inokulovaném
vodou VITA na Tiae. Povrch nevykazuje zadnou pfitomnost bakterii. Konsorcium obsahuje
pfevazné denitrifikacni, sulfat-redukujici (SRB) a Zelezo-redukujici (IRB) bakterie. Je
evidentni, Ze denitrifikacni bakterie jsou nejlépe proliferujici bakterie, a je-li z roztoku
odstranén dusi¢nan, SRB a IRB neproliferuji nijak vyrazné.
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SEMHV:20.0kV | WD: 11.76 mm A SEM HV: 20.0 kV ‘ WD: 13.66 mm

View field: 217 pm ‘ Det: SE 50 pm View field: 217 pm ‘ Det: SE ‘ 50 um
SEM MAG: 1.00 kx |Date(m/d/y): 08/10/17 SEM MAG: 1.00 kx |Date(m/d/y): 08/10/17

RET) pm

~ SEM MAG: 5.00 kx |Date(m/dly): 06/18/18

Obr. 20 Obrazky se SEM po expozici v SBPOW inokulovaném vodou VITA pfi Tiag (vlevo) a 40 °C
(vpravo); po expozici v SBPOW bez dusi¢nant inokulovaném vodou VITA pfi Tiag (dole)

Daldimi hodnoticimi metodami byly gravimetrie (hmotnostni Ubytky) a rezistometrie.
Gravimetrie dava informaci o primérném ubytku materialu z celého povrchu za celou dobu
expozice. Rezistometrie umoznuje kontinualni zaznam, ale na druhou stranu se jedna o
maximalni rychlost koroze v misté s nejrychlejSim koroznim napadenim. Pfiklad zaznamu je
uveden na Obr. 21. V nasledujicich grafech jsou data z gravimetrie doplnéna o dva udaje
vyhodnocené z rezistometrickych kfivek. Maximalni ubytek na sondé v obrazku znazornény
jako da zelené body. Ten je porovnatelny s gravimetrickym primérnym ubytkem, ktery také
zahrnuje rychlou korozi na zacatku i zpomaleni po pokryti povrchu koroznimi produkty. Druhy
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udaj je ubytek materialu v misté s nejrychlejSim koroznim napadeni, ale jiZz v ustalenéjSim
stavu po pokryti povrchu koroznimi produkty.
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Obr. 21 Zaznam z rezistometrické sondy (1. cyklus; sterilni SBPOW pfi Tias), zelené body na pocatku
a na konci, mezi kterymi byla pocitana maximalni penetrace a v éerveném ramecku ustalena penetrace
do materialu na konci expozice

Vysledky pro kombinace SBPOW s i bez dusi¢nanu ve, sterilni i inokulované vodou VITA jsou
uvedeny na Obr. 22 pro v8echny teploty. Protoze k rozvoji bakterii doSlo pouze na Tiag byl
inokulovany roztok SBPOW bez dusi¢nanu testovan pouze pfi této teploté.

PFi TLag je vliv inokulace viditelny na zvySeni hodnot gravimetrie i rezistometrie u roztoku
SBPOW+VITA oproti sterilnimu roztoku i obéma variantam roztoku SBPOW bez dusi¢nant
(sterilni i inokulovany). NavySeni je vyznamné hlavné u rezistometrickych hodnot, takze vlivem
inokulace a rozvoje denitrifikacnich bakterii dochazi k urychleni korozniho napadeni
predevsim lokalné.
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Obr. 22 Vysledky gravimterie a rezistometrie v roztocich SBPOW s i bez dusi¢nand, sterilnich i
inokulovanych, pfi teplotach Tiag, 40 a 70 °C

PFi vysSich teplotach je vliv inokulace zanedbatelny. Mrtvé baterie mohou zplsobovat
lokalizaci korozniho napadeni rovnéz, ale spiSe nahodné. Nepfehlédnutelny trend je v3ak
spiSe mezi SBPOW a SBPOW bez dusi¢nanl. PFi obou teplotach dochazi k nartstu
gravimetrické hodnoty, ale poklesu hodnot rezistometrickych. Urychleni pfechodu mezi
zelenou rzi, utésnénou zelenou rzi a magnetitem evidentné vede ke sniZeni korozni rychlosti
u standardniho SBPOW s dusi¢nany, ale k lokalizaci korozniho napadeni.

Dali metodou hodnoceni byla elektrochemicka impedanéni spektroskopie (EIS). Na Obr. 23
je ukazan vliv teploty na morfologii povrchu uhlikové oceli béhem expozice. Na hornim grafu
je vyvoj odporu proti pfenosu naboje (Rcr), ktery je nepfimo umérny rychlosti rozpousténi Fe
iontd. Vliv inokulace je zanedbatelny oproti vlivu teploty. Rozpousténi oceli v pérech koroznich
produktu je nejrychlejsi pfi teploté 70 °C a nejpomalejsi na Tias. Na vSech teplotach dochazi
k postupnému pokryvani povrchu koroznimi produkty a zmenSovani pérd, a hodnota Rcr
v Case roste. Podobné jak dochazi k zacelovani por, snizuje se kapacita elektrické dvojvrstvy
(Cov) v porech. Toto vSak plati pouze na T.ag @ 40 °C. Pfi 70 °C se tvofi magnetit, ktery je velmi
elektricky vodivy a ucastni se tvorby elektrické dvojvrstvy, na rozdil od nevodivé zelené rzi.
Vysledky pro sterilni i inokulovanou variantu SBPOW s i bez dusi¢nanu je uvedena na Obr.
24. Vliv inokulace je rovnéz zanedbatelny oproti pfitomnosti a absenci dusi¢nanu. Péry se pfi
absenci dusi¢nanu zaviraji pomaleji, jak ukazuji pomaleji se zvySujici hodnoty odporu
elektrolytu v pérech (Rpor) @ pomaleji se snizujici hodnoty kapacity elektrické dvojvrstvy (Cpy).
Narast odporu proti pfenosu naboje na rozhrani kov/elektrolyt v pérech (Rcr) je rovnéz
vyraznéjSi v SBPOW s dusi¢nany.
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Obr. 23 Vysledky EIS v roztocich SBPOW sterilnim i inokulovaném, pfi teplotach Tias, 40 a 70 °C
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Obr. 24 Vysledky EIS v roztocich SBPOW s i bez dusi¢nani sterilnim i inokulovaném, pfi teploté Ty ag

5.2.2 Dlouhodobé expozice — axenické izolaty SRB a IRB z vody VITA

V této Casti prace bylo studovan vliv izolatu bakterii IRB a SRB, tak aby se ukazal jejich efekt
na korozi mimo konsorcium.

Fazové slozeni koroznich produktd po expozicich v SBPOW a jejich smési s axenickymi
izolaty IRB a SRB jsou uvedeny v Tab. 8. Na T.as je typickym koroznim produktem na uhlikové
oceli zelena rez, na médi pak kuprit. Pouze u uhlikové oceli zpusobil pfidavek izolatu SRB
stopy magnetitu.

Tab. 8 Fazové sloZeni koroznich produktl stanovené metodou XRD po expozici v roztoku SBPOW
inokulovaném axenickymi izolaty vody VITA

Material | Prostredi Korozni produkty
SBPOW Fes(OH)12(COs) (zelena rez)
Fe +SRB Fes(OH)12(CO3) (zelena rez) + Fe3O4
+IRB Fes(OH)12(CO3) (zelena rez)
SBPOW Cu20 (kuprit)
Cu +SRB Cu20 (kuprit)
+IRB Cu20 (kuprit)

Porovnani povrchu uhlikové oceli v SBPOW s IRB a SRB je uvedeno na Obr. 25. V SBPOW
vznikla na povrchu tenka vrstva krystall zelené rzi. V SBPOW s SRB doslo k rychlejSimu rastu
vrstvy, a ta je masivngjsi. V SBPOW s IRB je vrstva uz dokonce utésnéna. Pfitomnost Castic
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Zeleza v inokulu IRB je pravdépodobné plvodcem vyrazného pfesyceni roztoku Zeleznatymi
kationty jiz na poCatku expozice. Bilé Castice na povrchu byly detekovany jako magnezit
(MgCQ3) vysrazeny béhem expozice z SBPOW.

N
SEM HV: 20.0 kV ‘ WD: 15.32 mm
View field: 43.3 ym Det: SE 10 pm

SEM MAG: 5.00 kx |Date(m/dly): 04/16/19 | SEM MAG: 5.00 kx |Date(m/dly): 04/16/19

SEM HV: 20.0kV | VEGA3 TESCA

View field: 43.3 ym Det: SE | 10 ym

 SEM MAG: 5.00 kx |Date(m/dly): 04/16/19 |
Obr. 25 SEM snimky povrchu uhlikové oceliv SBPOW (vlevo nahore) a SBPOW+SRB (vpravo nahore)
a SBPOW+IRB (vlevo dole)

Na povrchu byly dale pozorovany &astice (viz Obr. 26) Zzeleza pravé v roztoku SBPOW s IRB,
i bakterie SRB, které vSak byly obaleny schrankou kalcitu. Jedna se tedy pravdépodobné o
spory, protoze uhli¢itanové precipitaty nebiologické jsou hofe¢naté, jak bylo uvedeno vyse.
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Castice Zeleza z roztoku SBPOW s IRB byly pozorovany i na médi (viz Obr. 27). SRB
vykazovaly dokonce jakési ojedinélé kolonie, ovSem na konci expozice jiz také byly pokryty
kalcitem.

SEM HV: 20.0 kV ‘ WD: 15.53 mm SEM HV: 20.0 kV WD: 15.32 mm
i View field: 43.3 ym Det: SE \ 10 pm

Det: SE | 10 pm
SEM MAG: 5.00 kx |Date(m/dly): 04/16/19 SEM MAG: 5.00 kx |Date(m/dly): 04/16/19

Obr. 26 SEM snimky povrchu uhlikové oceli v SBPOW+IRB (vlevo) a SBPOW+SRB (vpravo)

SEMHV: 20.0kV | WD: 15.01 mm : SEM HV: 20.0 kV ‘ WD: 15.07 mm

View field: 21.7 ym Det: SE 5pm View field: 43.3 ym Det: SE

SEM MAG: 10.0 kx |Date(m/dly): 04/16/19 SEM MAG: 5.00 kx |Date(m/dly): 04/16/19

Obr. 27 SEM snimky povrchu médi v SBPOW+IRB (vlevo) a SBPOW+SRB (vpravo)
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Obr. 28 Vysledky gravimetrie na uhlikové oceli (nahofe) a médi (dole) v SBPOW s axenickymi izolaty

Vysledky gravimetrie jsou uvedeny na Obr. 28. BEéhem expozice nedoslo k vyraznéjSimu
napadeni ani na jednom materialu vlivem inokulace SRB ¢i IRB. Vysledky jsou podobné
v ramci statistické chyby.
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Vysledky EIS jsou uvedeny na dalSich obrazcich. Vyvoj hodnot RCT u médi (Obr. 29) ukazuje
nedovoluje u médi vznik kompaktni vrstvy kupritu, které se v prostfedi SBPOW i SBPOW s IRB
projevuje narlstem hodnot Rcr, prestoze po urcité dobé silna vrstva kupritu popraska a
hodnota Rcr se tak ustavi v fadu 10° Q.m2. Coz je ovSéem stale o rad vySe nez v prostredi
SBPOW+SRB.

U uhlikové oceli vliv kopiruje jiz nazna¢eny trend morfologie vrstvy koroznich produkti na
snimcich SEM. Ve vSech prostfedich dochazi po celou dobu expozice k nartstu hodnot Rer
Obr. 30. NarUst je vyraznéjsi u silné vrstvy zelené rzi v prostfedi SBPOW s SRB a u kompaktni
zelené rzi vrstvy v SBPOW s IRB.

Hodnoty kapacity elektrické dvojvrstvy ukazuji dalSi zajimavou vlastnost vrstvy koroznich
produktl. Zatimco zacelujici se pory koroznich produktd vedou v SBPOW a SBPOW s IRB
k poklesu hodnoty Cp. v Case, v prostfedi SBPOW s SRB, kde byl detekovan i magnetit, tento
vodivy korozni produkt nedovoluje tento pokles a u€astni se tvorby dvojvrstvy.

Na médi byl pozorovatelny slaby vliv SRB, ale na uhlikové oceli byl vlivinokulace zanedbatelny
a vyrazngjsi vliv mélo ovlivnéni chemie roztok( axenickych izolatd na morfologii koroznich
produktd.
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Obr. 29 Vysledky EIS (Rct) na médi v SBPOW s axenickymi izolaty
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Obr. 31 Vysledky EIS (Cov) na uhlikové oceli v SBPOW s axenickymi izolaty

5.2.3 Dlouhodobé expozice — Cisté podzemni vody VITA a Grimsel

Tato ¢ast prace byla vénovana Cisté podzemni vodé VITA a jejimu porovnani s podzemni
vodou z laboratofe GRIMSEL.

V Tab. 9 jsou uvedeny vysledky fazové analyzy koroznich produktd v Cistych podzemnich
vodach VITA a GRIMSEL. | v tomto prostfedi jsou hlavnimi koroznimi produkty zelena rez na
uhlikové oceli a kuprit na médi. Experimenty ve vodé VITA probihaly na Tias a ve vodé
GRIMSEL na 40 °C, tedy teplotach, na které by méla byt jejich mikrobialni konsorcia
adaptovana.
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Tab. 9 Fazové sloZeni koroznich produktt stanovené metodou XRD po expozici v podzemni vodé VITA
a GRIMSEL v sterilizované i originalni varianté

Material Prostiredi Korozni produkty
VITA ster. Fes(OH)12(CO3) (zelena rez)
e VITA Fes(OH)12(COs) (zelena rez)
e

GRIMSEL ster. | Feg(OH)12(CO3) (zelena rez)
GRIMSEL Fes(OH)12(COs) (zelena rez)

VITA ster. Cu20 (kuprit)

VITA Cu20 (kuprit)

cu GRIMSEL ster. Cu20 (kuprit)
GRIMSEL Cu20 (kuprit)

Morfologie povrchu ze SEM je uvedena na Obr. 32. Morfologie koroznich produktd je ve vodé
VITA stejna a nezavisla na sterilizaci. Podobné i ve vodé GRIMSEL. V té nebyly po expozici
na povrchu nalezeny zadné znamky bakterii, ne rozdil od vody VITA, kde se v originalni
podzemni vodé po expozici na povrchu vyskytovaly mrtvé bakterie (viz Obr. 33). Na uhlikové
oceli nebyly na povrchu detekovany €astice magnezitu po expozici ve vodé GRIMSEL, na
rozdil od médi. V mohutnég;si vrstvé koroznich produktd uhlikové oceli se tyto ¢astice schovaji,
nicméné v rentgenovém difraktogramu Ize jejich pfitomnost ve stopach analyzovat. Silna
vrstva zelené rzi naznacuje vysSsi agresivitu vody GRIMSEL k uhlikové oceli, nez ma voda
VITA.

Na Obr. 35 je uveden zaznam z rezistometrické sondy pfi expozici uhlikové oceli ve vodé
GRIMSEL. M4 jiny prubéh nez zaznam v SBPOW ¢i vodé VITA. Na za¢atku je vyrazna korozni
rychlost, ale velmi rychle dojde kjejimu omezeni. Divodem muze byt vy$Si pomér
hydrogenuhli¢itana k chloriddm a sirant nez u SBPOW a vodeé VITA.

| woitassmm | 00000

Det: SE [10pm

SEM MAG: 5.01 kx |Date(m/dly): 06/18/18|
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Obr. 32 Obréazky se SEM po expozici v sterilizované vodé VITA (vlevo) a originélni vodé VITA (vpravo)
na Tias

 SEMHV:200kV | WD:13.3¢mm Al SEMHV:20.0kV | WD: 14.58 mm

View field: 1.08 mm Det: SE | 200 pm VView field: 21& pm [ Det: SE
SEM MAG: 200 x |Date(m/dly): 06/18/18 SEM MAG: 1.03 kx |Date(m/d/y): 06/18/18

SEM MAG: 500 x | Date(m/dly): 02/26/19
Obr. 34 Obrazky se SEM po expozici ve sterilizované vodé GRIMSEL na 40 °C; uhlikova ocel (vlevo) a
méd’ (vpravo)
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Obr. 35 Zaznam rezistometrické sondy z expozice Cu ve vodé GRIMSEL na 40 °C
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Obr. 36 Vysledky gravimetrie a rezistometrie z expozice uhlikové oceli a médi ve vodé VITA na T.ae a
vodé GRIMSEL na 40 °C

Gravimetrické vysledky na uhlikové oceli by tento pfedpoklad potvrzovaly (viz Obr. 36).
Hmotnostni Ubytky jsou skute¢né ve vodé VITA nizZSi. Rezistometrie je vS8ak negativné
ovlivnéna faktem, Ze v prostfedi sterilni vody GRIMSEL jedna za sond byla poSkozena béhem
experimentu a druha neméfila uplné spravné. Nicméné z gravimetrickych dat neni zfejmy vliv
inokulace, coz by potvrzovalo absenci bakterii na povrchu pozorovanou pomoci SEM.

U médi doSlo pfi méfeni ve sterilni vodé VITA k podobnému problému s rezistometrickymi
sondami, jak bylo zminéno vySe. Mezi vodou VITA a GRIMSEL neni prikazny rozdil
v agresivité. Vliv sterilizace se u médi zda byt viditelny, a agresivita roztoku se virtualné jevi
zvysujici se se sterilizaci, coz je ovSem diskutabilni.

5.2.4 Dlouhodobé expozice — komeréni termofilni SRB

Tato Cast prace byla zamé&fena na mozny vliv sulfat-redukujicich bakterii pfi vySSich teplotach.
Shrnuje vysledky difrakéni fazové (XRD) analyzy po expozici. Inokulace termofilnim kmenem
sulfat-redukujicich bakterii neméla Zadny vliv na sloZeni koroznich produktd. U oceli byla
pozorovana smés Cukanovitu a magnetitu. U médi byl hlavnim koroznim produktem kuprit a
ve stopach byl pozorovan i bazicky siran médnaty — wroewolfeit (Tab 10).
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Tab. 10 Fazové sloZeni koroznich produkt( stanovené metodou XRD po expozici v SBPOW pri 55 °C
ve varianté sterilni a inokulované termofilnim kmenem sulfat-redukujicich bakterii (T-SRB)

Material | Prostredi Korozni produkty
Fe2(OH)2(COs) (Cukanovit)
SBPOW ster. _
E Fes;04 (magnetit)
e
Fe2(OH)2(CO3) (Cukanovit
T-SRB 2(OH)2( 3).( )
Fes;04 (magnetit)
Cux0 (kuprit)
SBPOW ster. _
c Cu4(OH)6(S04).2H,0 (wroewolfeit)
u
Cu20 (kuprit
T-SRB 20 (kupri) _
Cu4(OH)e(S04).2H,0 (wroewolfeit)

Snimky z elektronového mikroskopu na Obr. 37 ukazuji morfologii vrstev koroznich produkt.
Teplota 55 °C predstavuje pfechod mezi uhli¢itany tvofenymi v tfimésiéni expozici na nizSich
teplotach (40 °C a Trag) a magnetitem pozorovanym na 70 °C. Morfologie smésnych koroznich
produktd je tak o néco hrubsi. Po pfidavku inokulatu dochazi k tvorbé dalSich slouéenin na
povrchu, které nejsou pfitomny v dostateCném mnozstvi, aby byly detekovany pomoci XRD.
Nicméné byly analyzovany alespon prvkovou analyzou EDS pfi SEM. Kulovité korozni
produkty (v obrazku bod 1) jsou pozorované korozni produkty zeleza ¢ukanovit a magnetit.
~KytiCkovité“ utvary na povrchu (bod 2) obsahovaly zvy$ené mnozstvi fosforu, a jedna se tak
pravdépodobné o fosforeCnany vysrazené z roztoku. Ploché krystaly (bod 3) obsahovaly
hlavné hofcCik a siru, a jedna se pravdépodobné o mineral na bazi siranu hofe¢natého.

SEMHV:20.0kV | WD: 14.79 mm
View field: 217 ym ? Det: SE 50 ym View field: 217 ym
SEM MAG: 1.00 kx |Date(m/dly): 06/18/18 | SEM MAG: 1.00 kx |Date(m/dly): 06/28/19
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S

SEMHV: 200KV | WD: 14.69 mm ] Al SEMHV:20.0kV | WD:14.85mm

View field: 217 pm ‘[ Det: SE 50 ym View field: 217 pm ‘ Det: SE | 50 pm
SEM MAG: 1.00 kx ‘Date(mldly): 06/28/19 SEM MAG: 1.00 kx |Date(m/d/y): 06/28/19

Obr. 37 Snimky z SEM — morfologie povrchu oceli po expozici ve sterilni SBPOW pri 55 °C (snimek
vlevo nahore) a po expozici v SBPOW inokulovené T-SRB (ostatni snimky)

Stejné precipitaty, ale s jinou morfologii, byly pozorovany i na povrchu médi po inokulaci (Obr.
38). Povrch po expozici ve steriinim SBPOW obsahoval pouze tenkou vrstvu kupritu, na
snimku po expozici v SBPOW inokulovaném T-SRB jsou patrné precipitaty zaloZzené na Mg a
S.

Ani na jednom materidlu nebyla po expozici v inokulovaném roztoku pozorovana na povrchu
pfitomnost bakterii.

SEM HV: 20.0kV |
R )

'SEM MAG: 1.00 kx |Date(mdly): 06/28/19 : :
Obr. 38 Snimky z SEM — morfologie povrchu médi po expozici ve sterilni SBPOW pri 65 °C (snimek
vlevo) a po expozici v SBPOW inokulovené T-SRB (vpravo)
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Vysledky gravimetrie ani rezistometrie (Obr. 39) nepotvrdili zvySeni korozni rychlosti na
uhlikové oceli po inokulaci T-SRB. Precipitace dalSich slou€enin z inokulovaného roztoku
(pozorované pomoci SEM, viz vySe) na povrchu oceli vedla ke zpomaleni korozni rychlosti.

U médi byl pozorovan narlst korozni rychlosti s inokulaci T-SRB, pozorovatelny byl v§ak
predevSim pomoci rezistometrické metody, rozdil v gravimetrickém vyhodnoceni se ztraci
Vv rozptylu.

Vysledky EIS jsou uvedeny v Obr. 40. Odpor proti pfenosu naboje (Rct) se u uhlikové oceli
znacne lisi pro sterilni a inokulované podminky. Dlvodem je kompaktni vrstvy magnetitu, ktera
na povrchu vznika (narast Rcr), ale po prekroc€eni kritické tloustky praska a ke konci expozice
odhaluje povrch oceli (pokles Rcr). V inokulovaném roztoku je hodnota nizsi, a roste po celou
dobu expozice. Dlvodem je jiné slozeni koroznich produktd. Povrch ve steriinim SBPOW
obsahuje vice magnetitu, jak potvrzuji i vysledky kapacity elektrické dvojvrstvy, ktera ma
vysokou hodnotu ve sterilnim SBPOW, pravé diky pfitomnosti vodivého magnetitu na povrchu,
ktery se Ucastni tvorby Cpy.

U médi je Rcr také nizsi u inokulovaného roztoku. V tomto pfipadé by se mohlo jednat o vliv
T-SRB, protoZe vysledky souhlasi s vysledky gravimetrie a rezistometrie. PfestoZe se na
povrchu netvofi biofilm, bakterie v roztoku mozna tvofi omezené mnozstvi HS™ a urychluji
korozni rychlost médi. Pfesto vSak na povrchu nebylo pozorovano detekovatelné mnozZstvi
koroznich produktd médi na bazi sulfidu (chalkocit ¢i digenit). Pro jejich stanoveni by byly
potfeba delSi Casy expozic.

60 gravimetrie
rezistometrie - celkovy ubytek Fe
rezistometrie - ustaleny ubytek
na konci expozice
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Obr. 39 Vysledky gravimetrie a rezistometrie po expozici ve sterilni SBPOW pfi 55 °C a po expozici
v SBPOW inokulovené T-SRB; uhlikova ocel (nahofe) a méd’ (dole)
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Obr. 40 Vysledky elektrochemické impedancéni spektroskopie po expozici ve sterilni SBPOW pri 55 °C
a po expozici v SBPOW inokulovené T-SRB; odpor proti pfenosu naboje Rct (nahore) a kapacita
elektrické dvojvrstvy Cp. (dole)

5.2.5 Kratkodobé laboratorni testy

V této Casti prace bylo studovano extrémni mozné ovlivnéni slozeni SBPOW vlivem bakterii.
V prvnim kroku je uvazovano kompletni spotfebovani dusi¢nanut denitrifikaénimi bakteriemi.
V dalSim kroku pak pfeména siranu na sulfidy vlivem sulfat-redukujicich bakterii. Navazky pro
michani jednotlivych roztokd jsou uvedeny v Tab. 11. Koncentrace iontl jsou znazornény
v Tab. 12.

Tab. 11 Chemické sloZeni pouZitych variant roztoku SBPOW

SBPOW bez

ovean g am’ orSthyy | Sroueee | “iang

nahrazenymi

sulfidy

Slozka/Oznadeni SBPOW SBPOW-NO3 SBPOW+HS
MgSO4-7H,0 2,7279 2,7279 -
NaNO3; 0,8163 - -
NaCl 0,4191 0,4191 0,4191
KNO3 0,1328 - -
Na,SO4 0,1462 0,1462 -
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KHCO3 0,1066 0,1066 0,1066
CacCl, 0,0388 0,0388 0,0388
Na,S-9H,0 - - 8,7200
Tab. 12 Koncentrace iontu v jednotlivych variantach roztoku SBPOW
SBPOW bez
; Porovy roztok BaM SBPOW bez . . S
. 3
Obsah (mol-dm) (SBPOW) dusiénand du3|cnam,1 a siranu
nahrazenymi sulfidy
SloZzka/Oznaleni SBPOW SBPOW-NO3 SBPOW+HS
ClI 7,88 x 103 7,88 x 10°® 7,88 x 10°®
SO.* 1,21 x 102 1,21 x 10 -
NOs 1,09 x 10 - -
HCOs 1,06 x 10 1,06 x 103 1,06 x 103
HS - - 1,21 x 107
SBPOW SBPOW-NO3 SBPOW+HS SBPOW SBPOW-NO3 SBPOW+HS
0 T
1
i
-100 - !
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Obr. 41 Vysledky méreni samovolného korozniho potencialu a polarizacniho odporu uhlikové oceli
v roztocich SBPOW s proménnym slozenim
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Obr. 42 Vysledky méfeni samovolného korozniho potencialu a polarizacniho odporu médi v roztocich
SBPOW s proménnym sloZenim

V Obr. 41 a Obr. 42 jsou uvedeny vysledky kratkodobych laboratornich testt. Na jejich zakladé
je mozné porovnat vliv extrémni zmény sloZeni roztoku vlivem mikrobialni aktivity. Vliv zmén
slozeni roztoku na ocel neni vyrazny pfi obou teplotach. Samovolné korozni potencialy jsou
velmi nizké (rozdil 100 mV je u uhlikové oceli zanedbatelny) a hodnoty polarizacniho odporu
jsou stéle v fadu desetin Q.m2. Naopak samovolné korozni potencialy médi jsou v roztocich
SBPOW a SBPOW bez dusi¢nanl vysoké a stejné tak hodnoty polarizaéniho potencialu se
pohybuji v fadu jednotek Q.m=2. V pfipadé, Ze se v prostiedi vyskytuji sulfidové ionty, dochazi
k poklesu potencialu na velmi nizké hodnoty (o 700 az 800 mV) a polariza¢ni odpor klesne o
2 fady, tzn. velmi vyrazné zrychleni korozniho napadeni.

73



Mikrobialni koroze za podminek hlubinného Evidenéni oznageni:

1 SURAO | ulozisté pro koncepci ocelovy UOS-Zhutnény .
bentonit — Zavéreéna zprava SURAO TZ 403/2019

6.1 Navrh na experimenty navazujici na etapu 3

Vhodny je mikrobiologicky monitoring na vSech tfech studovanych lokalitach. Pro presnégjsi
charakterizaci hlubokych podzemnich vod by mély byt, bude-li to mozné, pouzivany pasivni
vzorkovace navrzené ve zpravé Steinova et al. 2019.

Voda VITA se osvédcila jako optimalni mikrobialni inokulum jak pro experimenty etapy 4, tak
pro korozni experimenty (etapa 5). Funkéni diverzita této podzemni vody (ij. pfedevsim
dominance SRB) se v ¢ase neméni, pfestoze mlize dochazet k drobnym zménam v druhovém
slozeni. V této vodé dominuji SRB, které v pribéhu koroznich experimentd, které probéhly
v ramci projektu MIND, byly schopné vytvofit na uhlikové oceli stabilni Zivotaschopny biofilm a
material korodovat.

6.2 Navrh na experimenty navazujici na etapu 4

Je tfeba vyrazné rozsifit mnozstvi studovanych vzorku a dale se zaméfit na odliSeni vlivu tlaku
a prostorovych omezeni v prostifedi kompaktovaného bentonitu. Experimenty by mély probihat
v replikatech a v delSich ¢asovych horizontech. Dale povaZzujeme za nezbytné dale pracovat
v prostfedi bentonitové suspenze, tak aby bylo mozné lépe porozumét mikrobiologickym
procesum, které v bentonitu probihaji bez limitujicich faktort, tak abychom byli pozdéji schopni
vliv téchto limitujicich faktor( pfesné posoudit.

Pozornost by méla byt zaméfena na rozvoj denitrifikatnich a Zelezo-redukujicich
mikroorganisma a jejich vlivu na bentonit. V obou pfipadech dochazi v prostfedi bentonitove
suspenze Kk jejich rozvoji. Obé tyto skupiny mikroorganismd maji pfitom nezanedbatelny
korozni potencial. V pfipadé Zelezo-redukujicich bakterii je tfeba dale vénovat pozornost jejich
pfipadnému vlivu na zménu struktury bentonitu.

V neposledni fadé je tfeba pfistoupit k doplnéni laboratornich experimentu experimenty
probihajicimi v in-situ podminkach. Optimalni by byl dlouhodoby in-situ experiment studujici
rozvoj mikroorganismu v bentonitech zhutnénych na riznou objemovou hmotnost.

6.3 Navrh na experimenty navazujici na etapu 5

V naslednych pracich by bylo dobré se vénovat koroznim experimentim v bentonitovych
suspenzich a kompaktovaném bentonitu. Jak ukazaly pfedchozi experimenty v tomto projektu,
bakterialni konsorcium bude bentonitem vyznamné ovlivnéno. Pozornost by méla byt
zaméfena zejména na extremofilni kmeny SRB. Z pfedeslého projektu vyplynul maly vliiv NRB
a IRB bakterii na korozni déje, dokonce i v extrémnich podminkach uméle pfipravenych
pérovych roztokd s koncentranimi vykyvy. Nicméné pravé SRB maji nejvétsi vliv na méd, a
to i v pfipadé, ze netvofi biofilm na povrchu, ale pouze jsou pfitomny v prostiedi (i mimo
kompaktovany bentonit) a davkuji hydrogensulfidové anionty do pérového roztoku. Podobné
muze byt pfitomnost thiosirant (jako mozného metabolického produktu) kritickym faktorem
pro zivotnost vnitfniho obalu z korozivzdorné oceli, u které zpisobuji bodovou korozi. Naopak
pro uhlikovou ocel je kliCova moznost tvorby biofimu a mozZnost vytvofeni kyselého
okludovaného roztoku obsahujiciho sulfan pod biofilmem, kdy maze u uhlikové oceli dochazet
ke koroznimu praskani. Pouha pfitomnost SRB v prostiedi mimo kompaktovany bentonit a
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obsah neutralnich hydrogensulfidovych aniontd neni pro uhlikovou ocel omezujici, a
rovnomérnou korozi vnéjsiho obalu nijak vyrazné neurychluiji.
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PfedloZzena zprava o feSeni dilCiho ukolu Mikrobialni koroze shrnuje vysledky analyz a
experimentu provedenych v roce 2019 a navazuje na vysledky z pfedchoziho roku. Dale jsou
zde shrnuty vSechny vyznamné vysledky z dosavadniho pribéhu feSeni projektu a navrzen
postup dalSiho FeSeni.

V ramci etapy 3 byla v pribéhu feSeni projektu studovana mikrobialni diverzita na lokalitach
Josef, Bukov a Melechov. Na vsech lokalitach byly zaznamenany bakterie, které maji
schopnost vyrazné ovlivnit bezpeénost hlubinného Uloziété. Slo predevsim o siran-redukuijici,
siru-oxidujici, zelezo-redukujici a zelezo oxidujici bakterie.

Vramci etapy 4 byly studovany relevantni faktory, které mohou limitovat rozvoj
mikroorganismu v prostfedi kompaktovaného bentonitu. Pfi experimentu studujicim vliv pH
doslo pouze pfi pouziti nejvyssi studované hodnoty (pH 10) k omezeni rlstu mikroorganismu.
Jako nejlepsi zplsob vedouci k omezeni mikrobialni aktivity bylo na zakladé provedenych
experimentu stanoveno pouziti vysoce kompaktovanych bentonitl. Bylo zjisténo, ze ¢im vysSi
byla zaznamenéana u vzorku zhutnéném na 2000 kg.m3. Experimenty s bentonitovou suspenzi
(s a bez zvySeného tlaku) pak napomohly lépe porozumét limitujicim faktorm v prostredi
kompaktovaného bentonitu. Jejich cilem bylo stanovit, zda hlavnim limitujicim faktorem je
samotny chemismus bentonitu, tlak ¢&i prostorova omezeni. Z vysledkd vyplynulo, Ze
chemismus samotny pro bakterie toxicky neni, naopak v prostfedi bentonitové suspenze za
anaerobnich podminek dochazi k jejich rychlému rozvoji (pfedevsim denitrifikacnich a zelezo-
redukujicich mikroorganismu). Vliv tlaku a prostorovych omezeni se prozatim jednoznaéné
odli8it neprokazalo a mél by byt tedy dale zkouman v dalSich pfipadnych experimentech.

V ramci etapy 5 byly shrnuty vysledky vSech dosud probéhlych koroznich experimentu.
Z pozorovanych typl kombinace prostfedi a inokulace dochazi k vyrazné proliferaci pouze u
denitrifikaCnich bakterii. Ty nepUsobi nijak vyznamné ovlivnénim slozeni prostfedi, ale pouze
stericky na zvySeni porozity koroznich produktd uhlikové oceli, coz vede k lokalnimu zvySeni
korozni rychlosti.

Koroze oceli je vyrazné ovlivnéna hlavné denitrifikanimi bakteriemi, a pokud v prostiedi neni
vysoké mnozstvi dusi€nan, je vliv inokulace bezvyznamny. Nicméné absence dusi¢nanu ma
vliv i bez inokulace na poc¢atku korozniho napadeni, kdy vede k rychlejSi rovhomérné korozi,
ale omezeni lokalizace korozniho napadeni.

Experimenty v axenickych izolatech SRB a IRB neukazaly zadny prukazny vliv inokulace na
uhlikovou ocel ani na méd. Zivotaschopnost téchto izolatd vody VITA v SBPOW bez
dusi¢nanu byla omezena.

Experimenty v Cistych podzemnich vodach rovnéz nevykazaly Zadny prukazny trend a rozvoj
bakterii nebyl pozorovan.

Inokulace termofilnim kmenem SRB ukazala pouze slaby vliv na méd a Zadny vliv na uhlikovou
ocel. Ani na jednom z materialt nedoslo k rozvoji biofilmu.

Extrémni zmény sloZzeni prostfedi vlivem denitrifikacnich a siran-redukujicich bakterii
nevykazuji vyznamny vliv na korozi uhlikové oceli. Denitrifikace nepfedstavuje problém pro
meéd, redukce siranl na sulfidy vSak vede k vyraznému zrychleni kinetiky koroze médi.
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