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Mikrobialni koroze za podminek hlubinného Evidencni oznaceni:

] SURAO lozisté pro koncepci ocelovy UOS —
zhutnény bentonit

SURAO TZ 196/2017

PfedloZzena zprava o feSeni dil¢iho ukolu Mikrobialni koroze shrnuje vysledky analyz a
experimentl provedenych v roce 2017. Pro doplnéni informaci o mikrobialnim osidleni
hlubokych podzemnich vod v Ceském masivu byly provedeny mikrobiologické rozbory na
lokalité¢ Melechov. Vzorky podzemnich vod byly studovany pomoci molekularné-biologickych
a kultivacnich postupu s cilem postihnout mikrobialni diverzitu téchto zdrojud podzemnich vod
a urcit, nakolik jsou v téchto podzemnich vodach zastoupeny siran redukujici bakterie (SRB)
a daldi mikroorganismy s potencidlem ohrozit bezpeénost HU. Zatimco kultivaéni testy
nepotvrdily pfitomnost SRB, vysledky molekularné-biologického zhodnoceni jejich pfitomnost
jasné prokazaly. Zjisténa mikrobialni spole€enstva vykazovala typicky hlubinny charakter. V
ramci stanoveni proliferace SRB za riznych podminek zhutnélého bentonitu byl sledovan
vliv hustoty kompaktovaného bentonitu na preziti bakterii. Z vysledk( molekularné-biologické
analyzy vyplyva, zZe hranice schopnosti proliferace mikroorganism lezi v rozmezi mezi 1600
a 2000 kg.m3. Experimenty studujici vliv pH ukazuji, Ze vlivem pufrac¢ni kapacity dochazi k
postupnému poklesu rozdild mezi pH vzorkd. Hodnota pH 10 byla pro mikrobialni inokulum
pochazejici z vody Vita limitni. Ostatni vstupni hodnoty pH (7-9) umoznovaly proliferaci
mikroorganism(. Dale v letoSnim roce probéhly korozni experimenty, které prokazaly, ze
pfitomnost bakterii v roztoku SBPOW zvySuje korozni rychlost. Toto pozorované zrychleni
koroze je zpUsobenou ochranou bakterii proti vytvofeni kompaktni vrstvy koroznich produktd.
Absence dusi¢nanu ve sterilnim SBPOW vedla ke snizeni stability vrstvy koroznich produktd,
coz se projevilo zvySenim rovnomeérné korozni rychlosti.

ulozisté, mikrobialni koroze, siran-redukujici bakterie, bentonit

The present report summarizes results of microbial corrosion in context of the canister-
compacted bentonite concept of deep repository as a part of “R&D support for DGR safety
assessment” project in 2017. In order to complete information on microbial colonization of
groundwater sources in the Bohemian Massive, microbiological analyses of water samples
collected in the Melechov deep wells were performed. Groundwater samples were studied by
both cultivation and molecular-biological techniques aiming to assess the microbial diversity
of these water sources and to determine the presence/absence of sulphate-reducing bacteria
(SRB) and other microorganisms that can potentially threaten the safe performance of
underground repository. While the cultivation tests did not prove the presence of SRB, the
results of the molecular-biological investigations clearly did. Microbial communities detected
in the water samples showed a typical deep underground character. Within the experiments
studying the proliferation of SRB under different conditions, the effect of compacted bentonite
density on bacterial survival was studied. The results of the molecular-biological analyses
found a limit of the microorganism ability to proliferate in range between 1600 and 2000
kg.m=. The experiments focused on the effect of pH showed, that value of pH 10 was the
upper limit of growth for microbial inoculum from the Vita water. Other pH values (7-9)
enabled the proliferation of the microorganisms. The results were affected by a decrease of
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pH differences in time due to the effect of the buffer capacity of the synthetic bentonite pore
water. Furthermore, provided corrosion experiments proved that in presence of bacteria the
corrosion rates increased. The observed increase in corrosion rate was caused by the
protection of bacteria against the formation of compact layer of corrosion products. The
absence of nitrates in the sterile synthetic bentonite pore water led to a decrease of the
stability of the corrosion products layer, and this was reflected by the increase of the
corrosion rate.

repository, microbial corrosion, sulphate-reducing bacteria, bentonite
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Tato zprava byla zpracovana v ramci projektu SURAO ,Vyzkumna podpora bezpeénostniho
hodnoceni hlubinného uloZisté“, ktery je soucasti pfipravy hlubinného ulozisté radioaktivnich
odpadt (dale jen HU). Cilem projektu je ziskat vybrana data, modely, argumenty a dal$i
informace potfebné pro zhodnoceni potencidlnich lokalit pro umisténi HU z hlediska
dlouhodobé bezpecnosti. Na zakladé vefejného zadavaciho fizeni byla v Cervenci 2014
uzaviena &tyfletd 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 spole¢nostmi Arcadis CZ a. s.; Progeo, s. r. 0.; Chemcomex Praha, a. s. a Centrum
vyzkumu ReZ s. r. 0. o poskytovani vyzkumné podpory hodnoceni dlouhodobé bezpeénosti

v nasledujicich oblastech:

i. Chovani VJP a forem RAO, nepfijatelnych do pfipovrchovych ulozist, v prostredi
hlubinného ulozisté;
i. Chovani ukladacich obalovych soubor (UOS) VJP a RAO v prostfedi hlubinného
uloziste;
ii.  Chovani tlumicich, vyplhovych a dalSich konstrukénich materiald v prostfedi
hlubinného ulozisté;
iv.  Reseni Uloznych vrtd a jejich vliv na vlastnosti obklopujiciho horninového prostied:;
v.  Chovani horninového prostredi;
vi.  Transport radionuklidu z ulozisté;
vii.  DalSi charakteristiky lokalit potencialné ovliviujici bezpe&nost uloziste.

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

Cilem této zpravy je shrnout vysledky fedeni dil€iho projektu v roce 2017, tedy pfedevsim
zrekapitulovat a zhodnotit vysledky experimentl provedenych vramci feSeni projektu
v pribéhu roku 2017. V tomto roce byly provedeny mikrobiologické rozbory na lokalité
Melechov, pokraCovaly experimenty k ur€eni limitujicich podminek pro proliferaci SRB a
dalSich bakterii (studujici konkrétné vliv hustoty kompaktovaného bentonitu, pH a teploty).
Dale pokracovaly korozni experimenty k urCeni rychlosti mikrobidlni koroze za ruznych
podminek, které byly zapoc€aty v pfedchozim roce.

12
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Cilem etapy 3 feSeného projektu je doplnit chybéjici informaci o mikrobialnim osidleni
hlubokych podzemnich vod Ceského masivu; konkrétné zjistit, v jakém mnoZstvi se zde
vyskytuji siran-redukujici bakterie a dalSi pro bezpecnost hlubinného ulozisté potencialné
nebezpectné bakterie. Jako doplnék k predchazejicim aktivitam (odbéry na PVP Bukov a ve
Stole Josef) byla vytipovana jesté dalSi lokalita. Konkrétné se jednalo o lokalitu Melechov,
kde jsou k dispozici hluboké vrty do hloubky cca 200 m, a vzorkovani zde probéhlo v srpnu
2017. Podrobné informace o jednotlivych vrtech jsou shrnuty v pracich Lukes$ (2006) a Pitrak
(2016). Na lokalité se vyskytuje celkem Sest vrtll, avSak jeden z vrtd je neprichodny (MEL-
3), jeden (MEL-5) byl vrtan pod uklonem 20° a pro vzorkovani podzemnich vod je tedy
nevhodny a jeden zvrtt (MEL-6) je ztracen (Pitrak 2016). Ztohoto ddvodu byly
k mikrobiologickym analyzam vyuzity pouze vrty MEL-1, MEL-2 a MEL-4.

2.1 Odbéry vzorkul pro kultivaéni a molekularné-biologické analyzy
na lokalité Melechov

Z vrtl MEL-1, MEL-2 a MEL-4 byly dne 29. 8. 2017 dynamicky odebrany vzorky podzemni
vody (Tab. 1) z hloubky 5 m nad po¢vou vrtu.

Tab. 2 shrnuje pfesnou lokalizaci vrtli, ze kterych byla odebirana podzemni voda pro dalsi
analyzy. K odbérdm bylo pouzito Cerpadlo Geo Duplo Plus (Comet, Némecko) in line a
sterilni PVC hadici. Vykon Cerpadla Qmax je 19 I/min. Odbéry byly provadény po 15 minutach
Cerpani podzemni vody. SouCasné byla provedena méfeni (Obr. 1) hodnot teploty, En, a pH
(Tab. 3) pfistrojem Multimeter digital multi 3410 (WTW , Némecko) pomoci sond Sentix®
ORP-T 900 Combined a SenTix® 940 (obé& WTW, Némecko). Hladina podzemni vody byla
méfena pred odbérem. Odebrané vzorky byly dopraveny do laboratofi CCE k provedeni
kultivacnich experimentd a do laboratofi TUL k dalSimu molekularné-biologickému
zpracovani. O odbéru vzorkd na lokalité Melechov, byl sepsan ,Protokol o odbéru vzorku®,
ktery je evidovan v archivu CCE pod ID 114180/454.262.

Tab. 1 Pfehled odbérnych mist

Misto odbéru

MEL-1 | p.€. 746, k.U. Mstislavice, okres Havli¢kav Brod
MEL-2 | p.€. 746, k.u. Mstislavice, okres Havli¢kiv Brod
MEL-4 | p.€. 1012, k.0. Kalisté, okres Havli¢kv Brod

Tab. 2 Souradnice vrti MEL-1, MEL-2 a MEL-4 (souradnice podle Kfovaka)

X Y Z

MEL-1 | 685780,61 | 1099735,87 | 598,35
MEL-2 | 685767,27 | 1099752,23 | 600,91
MEL-4 | 686174,45 | 1104157,21 | 583,26
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Obr. 1 Meérfeni fyzikalné-chemickych parametri pfi odbéru vzorku vody pfi odbérech na lokalité
Melechov
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Tab. 3 Fyzikalné chemické parametry MEL-1, MEL-2 a MEL-4. Hodnoty En byly prepoctené na
standardni vodikovou elektrodu pro teplotu 12°C.

Datum HI?/:‘JttL)jka hladina podzemni vody Teplota

mé&teni ) (m pod terénem.) pH -C) En (MV)
MEL-1 | 29.8. 2017 156,50 5,59 6,8 | 10,0 299
MEL-2 | 29.8.2017 197,90 8,05 7,1 9,6 309
MEL-4 | 29.8.2017 193,40 6,90 79| 110 259

2.2 Kultivaéni analyza vzorkt z lokality Melechov

2.2.1 Materialy a metody

Sada kultivacnich experimentd probéhla na vzorcich odebranych v srpnu 2017 (viz 2.1),
jejichz oznaceni je uvedeno v souvislosti s jejich odbérem. Ke stanoveni po¢tu SRB byla
pouzita kultivacni technika postavena na desetinném fedéni, ktera byla blize popsana
v pfechozi pribézné zpravé (Cernik et al. 2016). Pro kontrolu anaerobniho prostiedi byl coby
indikator pouzit resazurin (barevnou zménou velmi citlivé reaguje na zvySeni hodnoty Eh).
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Tento tzv. resazurinovy test je v mikrobiologii pfi kultivaci anaerobnich organismi bézné
vyuzivan (napf. Proctor 1997; Miranda et al. 2006; Jiang et al. 2015).

Parametry metody:

¢ kultivace na kultivaénim médiu pro stanoveni SRB

¢ manipulace se vzorky a mikroorganismy v anaerobnich podminkach v
mikrobiologickém boxu s inertni atmosférou (dusik; kyslik do 1 % mérenot
oxymetrem GMH 3630, Greisinger, Némecko)

e média pro kultivaci sterilizovana pfi 121 °C po dobu 20 minut

e kultivaéni systém pInén z 25 % objemu kultivacnim médiem

¢ kontrola anaerobnich podminek pomoci resazurinového testu

e doba trvani kultivace 7 dni

o teplota experimentalniho prostfedi (kultivaéni skfif): 12 C

Kompozice a parametry kultivatniho média:
e NaxSO4 (30 mM)
o laktat sodny (10 mM)
e NaHCO: (30 mM)
e resazurin (2—3 kapky vodného roztoku 50 mg/l)
e NaxS (1 mM)
e pH(7,2)

Experimentalni uspofadani zahrnovalo vedle kultivaéniho stanoveni SRB i stanoveni skupiny
tzv. heterotrofnich mikroorganisma, coz je Siroce rozSifeny ukazatel zakladniho pfiblizeni
mikrobialniho osidleni pouzivany v technické mikrobiologii.

Parametry metody:
o ztuzené kultivaéni médium (nutrient broth agar, HIMEDIA, Indie)
o prostfedi kultivace: Petriho misky
e anaerobni kultivaéni rezim simulovan v mikrobiologickém boxu s inertni atmosférou
(zbytkova koncentrace do 1 % méfeno oxymetrem GMH 3630, Greisinger, Némecko)
e aerobni kultivace pfi laboratorni atmosfére
e doba kultivace: 48—-72 hodin
e teplota kultivace (kultivaéni skfifi): 12°C

Vyhodnoceni metody spociva ve spocteni narostlych kolonii na povrchu agaru, které
reprezentuji tzv. kolonie tvofici jednotky (cfu; colony forming units), a na zakladé pouzitého
fedéni se prepodte na plivodni vzorek.

2.2.2 Vysledky

Vysledky ziskané v tomto okruhu experimentalni ¢innosti (Tab. 4) jsou vyjadfeny jako kolonie
tvofici jednotky v jednotce objemu plvodniho vzorku. Na prvni pohled vyzniva souhrnné
situace jako pfevazné negativni z hlediska mikrobialniho osidleni pfedmétnou skupinou
mikroorganism@ (SRB) i podminkami spiSe nevhodnymi pro rozvoj mikrobialniho osidleni.
Pouzita podzemni voda z lokality Melechov se ukazala jako prostredi pro Zivot pfedmétnych
mikroorganismud (SRB) nedovolujici vyrazné rozmnoZeni jejich konsorcialnich populaci.

1 pro geomikrobiologické analyzy siran redukujicich mikroorganismu vyhovujici a zajistujici podminky
(Kjeldsen et al. 2004) nemajici letalni G¢inek na uvedené mikroorganismy
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Tab. 4 Souhrnné vysledky kultivacnich testa (v cfu na 1 ml vzorku)

kultivovatelné aerobni anaerobni
Vzorky heterotrofni | heterotrofni
SRB . ] , .
osidleni osidleni
MEL-1 0 1,7.102 0
MEL-2 0 1,1.10% 0
MEL-4 0 1,2.10% 0

2.2.3 Zaveér

Kultivaénimi technikami se nepodafilo potvrdit vyskyt kultivovatelnych SRB ve vzorcich vody
z lokality Melechov.

2.3 Molekularné-biologické zhodnoceni vzorki z lokality Melechov

2.3.1 Material a pouzité metody

Odbér vzorkt pro ucely molekularnich analyz

Vzorky podzemnich vod byly odebirany intaktnim zpdsobem do sterilnich nadob (plastové
nadoby o objemu 1,51 ¢&i 5 | po dobu 5 minut exponované UV svétlem). PFi odbérech byly
pouzivany sterilni rukavice pro omezeni pripadné kontaminace vzork(. Z kazdého
vzorkovaného zdroje podzemni vody bylo odebrano 4,5 | vody. Po odebrani byly vzorky
uloZeny do transportni lednicky a pfevezeny k okamzitému dalSimu zpracovani.

Filtrace vzorku

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 okamzité zpracovany, pfipadné byly skladovany pfi
teploté -80°C az do nasledného zpracovani.

Extrakce DNA

Pro extrakci DNA ze vzorkl byl vyuzit kit PowerWater DNA Isolation Kit (MoBio, USA), ktery
byl vyuzivan jiz pfi experimentech vroce 2016. Koncentrace DNA byla zméfena
fluorimetricky pomoci pfistroje Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Life technologies, USA)
dle protokolu vyrobce.

Stanoveni pritomnosti SRB pomoci metody kvantitativhi PCR (qPCR)

Pro stanoveni vyskytu SRB ve vzorcich podzemnich vod byly pouzity molekularné-biologické
markery specifické pro tyto bakterie, konkrétné geny kodujici expresi respiracni
hydrogensifi€itan reduktazy (dissimilatory (bi)sulfite reductase; DSR) a adenosin 5
fosfosulfat (APS) reduktazy. Tyto markery byly amplifikovany pomoci primerd uvedenych v
Tab. 5 na pristroji LightCycler ® 480 Instrument (Roche Biochemicals, USA).

Tab. 5 Primery pouZité pro kvantitativni PCR

Primer Sekvence 5'-3' Specifita zdroj
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RH1-aps-F Ben-Dov et al.

CGCGAAGACCTKATCTTCGAC | gRg: gen kédujici 2007
adenosin 5'

RH2-aps-R | ATCATGATCTGCCAGCGGCCG | fosfosulfat reduktazu | Ben-Dov et al.
GA 2007

RH1-ds-E = GCCGTTACTGTGACCAGCC | SRB:genkédujici | Ben-Dovetal.
respiracni 2007

hydrogensifiCitan | Ben-Dov et al.
RH3-dsr-R GGTGGAGCCGTGCATGTT reduktazu 2007

16SqPCR-F Nadkarni et al.
TCCTACGGGAGGCAGCAGT V&echny bakterie: 2002
univerzalni 16S _

16SqPCR-R | GGACTACCAGGGTATCTAATC rRNA primery Nadkarni et al.
CTGTT 2002

Studium druhového slozeni studovanych vzorku:

Pro studium mikrobialni diverzity byly vyuzity metody sekvenace nové generace (NGS),
konkrétné amplikonového sekvenovani genu 16S rRNA. Metoda byla podrobnéji popsana v
pribézné zpravé pro rok 2015 (Cernik et al. 2015). Vyuzita byla platforma lonTorrent (Life
Technologies, USA). Amplifikovan byl variabilni V4 region pomoci primert 530F a 802R (

Tab. 6).

Ze souboru sekvenci byly vtomto programu odstranény sekvence s nizkou kvalitou. Po
alignovani sekvenci byly ru¢né odstranény ty sekvence, které nebyly docteny do konce
pozadovaného useku. Ponechani takovychto sekvenci v datasetu by vytvafelo umélou
diverzitu OTU (operacni taxonomicka jednotka). Z ponechanych sekvenci byly vytvofené
OTU pomoci nastroje UPARSE v programu Seed, ktery zaroven eliminuje chimérické
sekvence. Pro jednotlivé OTU byla zvolena hranice podobnosti 97 %. K OTU byly v tomtéz
programu vytvoreny reprezentativni sekvence, které slouzi ke srovnavani jednotlivych OTU s
vefejnymi databazemi. Pro taxonomické zafazeni byla pouzita databaze GenBank.

Pro zpracovani NGS dat byl vyuzit software Seed verze 2.04 (freeware, puvodce Laboratof
environmentalni mikrobiologie, Mikrobiologicky ustav AV CR; Vétrovsky a Baldrian 2013). Ze
souboru sekvenci byly vtomto programu odstranény sekvence s nizkou kvalitou. Po
alignovani sekvenci byly ru¢né odstranény ty sekvence, které nebyly docteny do konce
pozadovaného useku. Ponechani takovychto sekvenci v datasetu by vytvaielo umélou
diverzitu OTU (operacni taxonomicka jednotka). Z ponechanych sekvenci byly vytvofené
OTU pomoci nastroje UPARSE v programu Seed, ktery zaroven eliminuje chimérické
sekvence. Pro jednotlivé OTU byla zvolena standardné uzivana hranice podobnosti 97 %. K
OTU byly v tomtéZ programu vytvofeny reprezentativni sekvence, které slouzi ke srovnavani
jednotlivych OTU s vefejnymi databazemi. Pro taxonomické zafazeni byla pouzita vefejné
dostupna databaze GenBank. P¥i interpretaci vysledkd nebyly zohledfiovany sekvence, které
se v datasetu vyskytly pouze jednou, protoze s relativné vysokou pravdépodobnosti mohou
reprezentovat chybu sekvenacni metody.
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Tab. 6 Seznam pouzitych primerd pro amplikonovou sekvenaci oblasti 16S rRNA

Pokryti bez zamény
Primer Sekvence (5'-3) Zdroj Archaea | Bacteria | Eukaryota
(A) (B) (E)
530F | GTGCCAGCMGCNGCGG D°"2Vgo‘98t al. 54.9 96,9 94.0
802R | TACNVGGGTATCTAATCC C':fszsooonget 01,8 92,5 0,9

2.3.2 Vysledky

Ze vzorkd zvrtd MEL-1, MEL-2 a MEL-4 bylo ziskano celkem 71 846 sekvenci, které
nalezely k 4126 OTU. Pro charakteristiky mikrobialnich komunit byly pouzity OTU, které
reprezentuji minimalné 2 % z alespon jednoho vzorku. Zaroven je vzdy zahrnuto alespon
pro analyzu s pocty sekvenci v jednotlivych vzorcich je uveden v Tab. 7. Metabolické
schopnosti nejhojnéjSich mikroorganismi zhodnocené z hlediska jejich narokd na kyslik,
trofie, terminalnich akceptord elektron(l a donoru jsou znazornény v Obr. 2, Obr. 3, Obr. 4 a
Obr. 5.

Tab. 7 OTU pouzité pro analyzu nejhojnéjSich mikroorganismu s taxonomickym zafazenim. “Query
cover” pfedstavuje miru homologie, “ldent* miru podobnosti srovnavanych sekvenci s hity v databazi
GenBank. “Accession” je pfistupovy kéd daného hitu v databazi GenBank. Posledni tfi sloupce tabulky
ukazuji pocet sekvenci, kterym je reprezentovana dana OTU v jednotlivych vzorcich. U OTU
oznacenych v prvnim sloupci “X“ se nepodarilo dané OTU bliZe identifikovat.

Nejpresnégjsi Query
mozna klasifikace Kmen cover | Ident | Accession | MEL1 | MEL2 | MEL4
X Nitrospirae 100 99 | AB635918 62 360 2618
Mycobacterium Actinobacteria
frederiksbergense 100 99 | KY127407 3 2007 2
X Parcubacteria 100 83 | KU000220 | 469 1540 0
X Parcubacteria 100 93 | KX123531 | 891 1043 1
X Parcubacteria 100 91 | KX123531 1 0 1782
Betaproteobact
Gallionella sp. eria 100 96 | KT633233 0 1489 205
Nitrospira sp. Nitrospirae 100 96 | KP016576 | 925 607 2
Betaproteobact
Rhodoferax sp. eria 100 96 | EU809683 | 641 706 170
Deltaproteobac GQ42111
Pelobacter sp. teria 100 99 3 565 693 31
Nitrospiraceae Nitrospirae 100 96 | EU266897 | 433 207 354
MF00230
Anaerolineaceae Chloroflexi 99 100 4 120 6 850
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Nitrospiraceae Nitrospirae 100 96 | EU266897 69 101 776
Deltaproteobac
Syntrophus sp. teria 100 98 | JO079864 | 156 340 316
Rikenellaceae Bacteroidetes 100 95 | EU809655 0 0 808
X Chlorobi 100 93 | FJ902050 | 722 18 33
X Firmicutes 100 94 | EF664118 19 754 0
Sulfuricella Betaproteobact NR12169
denitrificans eria 100 96 5 263 70 411
Anaerolineaceae Chloroflexi 99 98 | LT843025 | 724 16 0
Prolixibacter sp. Bacteroidetes 100 97 | KT308510 | 597 75 13
Dehalogenimonas
lykanthroporepelle NR_0743
ns Chloroflexi 100 97 37 3 0 666
Desulfocapsa Deltaproteobac NR_0293
thiozymogenes teria 100 98 06 51 101 503
X Parcubacteria 100 89 | KX123531 | 206 431 10
Epsilonproteob
Sulfuricurvum sp. acteria 100 98 | LT841429 94 38 495
X Archaea 98 77 | LN775827 0 0 581
Longilinea sp. Chloroflexi 99 99 | KR852467 0 0 518
Anaerolineaceae Chloroflexi 100 99 |JQ033857 | 414 20 14
Naroky na kyslik
100%
90%
80%
S 70%
=
o 60%
Y 50%
S 40%
o
S 30%

20%
10%
0%

MEL-1 MEL-2 MEL-4

W obligatné anaerobni W mikroaerofilni M fakultativné anaerobni

Obr. 2 Funkéni klasifikace mikrobialni komunity v jednotlivych vrtech zaloZena na poZadavcich
mikroorganismu na kyslik
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Trofie
100%
90%
80%
5 70%
=
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—-
Y 50%
S 40%
[=]
S 30%
20%
10%
0%
MEL-1 MEL-2 MEL-4

autotrofni M mixotrofni M heterotrofni

Obr. 3 Funkcni klasifikace mikrobialni komunity v jednotlivych vrtech zaloZena na trofii

Akceptory elektrond

100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%

podil sekvenci

30%

20%

10%

0%
MEL-1 MEL-2 MEL-4

kyslik m NO3- m chlorované uhlovodiky mS042- mfermentace m disproporcionace

Obr. 4 Funkcni klasifikace mikrobialni komunity v jednotlivych vrtech zaloZena na dominantnich
terminalnich akceptorech elektron(
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Zdroje elektront

40%
30%
20%
10%

0%

podil sekvenci

100%
90%
80%
70%
60%
50%

MEL-1 MEL-2 MEL-4

M oxidace Fe2+ moxidace red. S moxidace NO2- 1 oxidace H2 m oxidace organiky

Obr. 5 Funkéni klasifikace mikrobialni komunity v jednotlivych vrtech zaloZzena na dominantnich
donorech elektrond

Geomikrobiologické zhodnoceni jednotlivych vrtt
MEL-1

Ve vrtu MEL-1 je ze vSech 3 vrtd nejmensi (cca 28 % - viz Obr. 3) podil autotrofnich
mikroorganism(. Za primarni produkci je zodpovédna zejména Nitrospira sp. se schopnosti
oxidovat bud vodik, nebo dusitany. MenSi podil tvofi Sulfuricella denitrificans oxidujici
redukované formy siry. Obé tyto bakterie jsou fakultativné anaerobni.

Heterotrofni mikroorganismy respirujici organické latky ve vrtu MEL-1 patfi bud mezi
fakultativni anaeroby nebo mezi obligatni anaeroby. Mezi nejhojnéjsi patfi Rhodoferax sp. a
Prolixibacter sp. - bakterie které v pfipadé nedostatku kysliku fermentuji. Obligatni
anaerobové tvofi cca 44 % komunity. Patfi mezi né stejné jako v MEL-4 heterotrofni
fermentujici mikroorganismy ze skupiny Anaerolineaceae, ale také Pelobacter sp. a
Syntrophus sp. fermentujici t&Zce degradovatelné organické latky. Takovy metabolismus
opét indikuje anoxické a zaroven oligotrofni prostiedi.

MEL-2

Na primarni produkci ve vrtu MEL-2 se podili pfedevSim Gallionella sp. oxidujici
mikroaerofilné Zelezo a Nitrospira sp., ktera respiruje dusitany nebo vodik. Nitrospira sp. je
fakultativné anaerobni mikroorganismus, ktery v pfipadé nedostatku Kkysliku vyuzZiva
dusi¢nany jako terminalni akceptor elektrona. Ve vrtu MEL-2 (stejné jako ve vrtu MEL-1) se

mezi  nejhojnéjSimi  mikroorganismy nevyskytuji obligatné anaerobni  autotrofni
mikroorganismy

Co se tyCe organotrofnich mikroorganisma, je zde jesté menSi podil obligatnich anaerobl
nez ve vrtu MEL-1 (necelych 20%). Pfikladem mohou byt Pelobacter sp. a Syntrophus sp.,
(mikroorganismy nalezejici do kmene Deltaproteobacteria), které oba fermentuji aromatické
uhlovodiky. Zbytek ze zjisténych organotrofnich mikroorganismu jsou fakultativni anaerobové
vyuzivajici jako TAE (terminalni akceptor elektronu) kyslik nebo dusi¢nany. Jedna se napf. o
Rhodoferax sp. & Mycobacterium frederiksbergense se schopnosti degradovat PAH

e

(polycyklické aromatické uhlovodiky), které pfedstavuji nejhojnéjsi OTU ve vzorku.
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MEL-4

VétSina autotrofnich mikroorganismut ve vrtu MEL-4 vyuziva jako zdroj energie redukované
formy siry. Jedna se o mikroaerofilni bakterii Sulfuricurvum sp. a fakultativné anaerobni
bakterii Sulfuricella denitrificans, které mohou v pfipadé nedostatku kysliku respirovat
dusi¢nany. Dal8im mikroorganismem se schopnosti oxidovat redukované formy siry je
Desulfocapsa thiozymogenes, ktera je na rozdil od pfechozich dvou obligatné anaerobni.
Siru redukuje procesem disproporcionace, kdy zdroj elektrond je zaroven akceptorem
elektronl, pfiCemz produktem této reakce je jak siran, tak sirovodik. D. thiozymogenes
disponuje ovSem také schopnosti oxidovat jednoduché organické latky pomoci siran(.

DalSim vyznamnym zdrojem energie je oxidace vodiku, ktery maze respirovat jednak vyse
zminéné Sulfuricurvum sp. ale také Dehalogenimonas lykanthroporepellens. D.
lykanthroporepellens je obligatni anaerob, ktery oxiduje vodik pomoci chlorovanych alkana.
PFitomnost autotrofnich mikroorganism( ziskavajicich energii tak nevyhodnym zpusobem
jako je oxidace vodiku chlorovanymi alkany spolu s disproporcionaci siry indikuji anoxické
prostfedi s nedostatkem oxidovanych forem redoxné aktivnich latek. Lze pfedpokladat, Ze ve
vodé je vysoky pomér sirovodiku vac&i kysliku, nebot ve vrtu pfitomné bakterie z kmene
Epsilonproteobacteria (Sulfuricurvum sp.) preferuji takové poméry.

Pouze mensi ¢ast komunity ma schopnost mikroaerofilné oxidovat Zelezo (Gallionella sp.).

Zatimco autotrofni mikroorganismy vyuzivaji jak aerobni tak i anaerobni typ respirace, je
mikrobialni degradace organickych latek ve vrtu zcela vyhradné spojena s obligatné
anaerobnimi mikroorganismy. V dusledku nedostatku akceptort elektront pfitomnych ve
vodé vrtu a pravdépodobného hromadéni organickych latek v nizSich partiich vrtu vSechny
organotrofni mikroorganismy fermentuji. Pfikladem mohou byt ve vrtu hojné bakterie ze
skupiny Anaerolineaceae nebo Rikenellaceae. V ramci komunity najdeme natolik energeticky
nevyhodné heterotrofni metabolické drahy, jakymi je napfiklad fermentace aromatickych
uhlovodikd (Syntrophus sp.).

Obecné zhodnoceni mikrobialnich komunit na lokalité Melechov

Z analyzy nejhojnéjSich mikroorganismlt ve vrtech MEL-1, MEL-2 a MEL-4 vyplyva, zZe
podzemni voda, ze které vzorky pochazeji, je ve vSech tfech pfipadech hlubokého
charakteru. Lze tak usuzovat z nékolika charakteristickych ryst mikrobialnich komunit:

1) Mikrobialni komunity jsou silné limitovany akceptory elektrond (ij. ve vodé je
nedostatek oxidacnich c€inidel). Tento trend je nejsilngjSi ve vrtu MEL-4, kde je
podstatna ¢ast primarni produkce nezavisld na kysliku. Na Obr. 4 zobrazujicim
vyuzivani riznych TAE je jasné vidét, Zze komunita vrtu MEL-4 je nejlépe
pfizpusobena anoxii. Mikroorganismy zde maji vyvinuté rdzné zplsoby, jak rust
v anoxickém prostfedi: Komunita ma potencial respirovat nejen nitraty (stejné jako
v MEL-1 a MEL-2), ale také sirany a chlorované uhlovodiky nebo vyuZivat
disproporcionaci. Ve vrtu MEL-2 je tento trend nejslabsi, zhruba 50 %
mikroorganism( muze respirovat aerobné (tj. TAE je kyslik).

2) Mezi organotrofnimi mikroorganismy se vyskytuji specialisté schopni degradovat
aromatické uhlovodiky. V prostfedi je tedy nedostatek ,lehce stravitelnych®
organickych latek a Ize ho povazovat za oligotrofni. Tomu, Ze je zkoumané prostredi
oligotrofni nasvédCuje i skuteCnost, Ze nejblizSi pfibuzni (podle sekvence genu
16SrRNA v databazi NCBI) analyzovanych OTU pochazeji vétSinou z oligotrofnich
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prostfedi, jakymi jsou kolektory podzemni vody, sedimenty oligotrofnich jezer nebo
pitna voda.
3) Ve vSech vrtech je dllezitym zdrojem energie oxidace vodiku (Obr. 5).

Ze slozeni mikrobialnich komunit vyplyva, ze ve vrtech existuje trend rostouciho podilu
obligatné anaerobnich ¢lent od vrtu MEL-2 po vrt MEL-4 (Obr. 2). To pravdépodobné souvisi
s rozdily v pfirozeném pritoku vody jednotlivymi vrty. Cim je pritok vy$$i, tim vice
terminalnich akceptort elektront (napf. kysliku) je v ¢ase k dispozici pro mikrobialni
komunitu, i pokud by byla naméfena koncentrace tohoto TAE ve vodé vSude stejna. Podle
karotaznich méreni rezistivimetrie z roku 2006 (Luke$S 2006) je nejvySSi mira vertikalniho
I/s) a ve vrtu MEL-4 nebylo zjisttno metodou rezistivimetrie Zadné pfirozené vertikalni
proudéni. Je tedy pravdépodobné, ze pravé zvysSena hydrogeologicka aktivita ve vrtech
MEL-1 a MEL-2 zpUsobuje posun mikrobialnich komunit smérem od obligatnich
k fakultativnim anaerobim. Podle novéjsi dokumentace kamerovych prohlidek (Pitrak 2016)
ovsem existuje ve vrtu MEL-4 proudéni, které je obousmérné — hlavni pfitoky maji byt cca ve
35 m a cca ve 105 m, zatimco misto, kde se veSkera voda v neovlivnénim stavu ztraci, ma
lezet v oblasti kaverny v hloubce cca 57 m. Tyto udaje ovSem nejsou v prislusné
dokumentaci kamerovych prohlidek podlozeny méfenim rezistivimetrie a neni tedy jasné, do
jaké miry se jedna pouze o odhad (napfiklad odhad podle vizualniho hodnoceni stén vrtu).

Zaroven je tfeba vzit v potaz, ze vzorky vody pro mikrobiologické analyzu byly odebrané
zhruba 5 m nad dnem vrtu (v pfipadé vrtu MEL-1 nad zavalem vrtu) — jedna se tedy ve vSech
tfech pfipadech o oblast stagnacni mimo hlavni pfitoky i odtoky vody z vrtu, kde voda po
vétSinu Casu pravdépodobné stoji nebo se pohybuje jen velmi pomalu. Metabolické
schopnosti mikroorganismu rostoucich v oblasti se stojici vodou se mohou liSit od mist, kde
do vrtu vtéka voda. Dale je nutné vzit v potaz, Ze vzorky na mikrobialni analyzy byly
odebrané az po 15 min Cerpani. Odebrana voda tedy nemusi byt vodou, ktera byla v dané
hloubce pfed zaCatkem Cerpani. Mlze jit o vodu, ktera je uméle nasavana z oblasti
s nejvétsi propustnosti (to je napfiklad ve vrtu MEL-1 oblast v hloubce cca 57 m, kudy se
voda za pfirozenych podminek z vrtu ztraci). Analyzované vzorky tak reprezentuji mikrobialni
komunitu z tésného okoli vrtu a z okolnich puklin bez moznosti presnéjsi hloubkové
interpretace zdroje. Moznym feSenim by bylo umistit do vrtd pasivni vzorkovace (pfipadné
vCetné pakru), které by v pozadované hloubce umoznily narist biofilmu specifického pro
danou hloubku a podminky ve vrtu. Tato moznost bude dale diskutovana s objednatelem
praci.

Vyskyt SRB a dalSich skupin mikroorganismu s koroznim potencialem

Siran-redukujici bakterie (SRB) byly zjistény ve vSech analyzovanych vrtech. Detekovany
byly jak metodou qPCR, tak pomoci amplikonové sekvenace oblasti 16S rRNA. Nejhojnéji
byly zastoupeny ve vrtu MEL-4, kde tvofily 7,6% z celkového mnozstvi zjist€nych sekvenci.
Ve vrtu MEL-1 tvofily sekvence nalezejici SRB 0,7% a ve vrtu MEL-2 1,1% z celkového
mnoZstvi sekvenci.

Sekvenacnimi postupy byly v pomérné hojném zastoupeni zjiStény siru-oxidujici bakterie
(SOB). Nejhojnéjsi byly ve vrtu MEL-4 (11,5% z celkového poctu sekvenci), nejméné hojné
byly ve vrtu MEL-2 (1,8% z celkového poctu sekvenci) a ve vrtu MEL-2 tvofily 4,8%
z celkového mnozstvi sekvenci.

23




Mikrobialni koroze za podminek hlubinného Evidencni oznaceni:

] SURAO lozisté pro koncepci ocelovy UOS —
zhutnény bentonit

SURAO TZ 196/2017

Zelezo-oxidujici bakterie (iron-oxidising bacteria, I0B) byly zji$tény ve vrtech MEL-2 (13,1%
z celkového poctu sekvenci) a MEL-4 (1,7% z celkového poctu sekvenci).

DalSi zajimavou skupinou mikroorganismu s koroznim potencidlem predstavuji bakterie
sekvenci), ve vrtu MEL-2 tvofily 5,7% z celkového mnozstvi sekvenci a ve vrtu MEL-4 Cinil
jejich podil 9,6%.

2.3.3 Zaveér

Vysledky molekularné-biologického zhodnoceni vzork( odebranych na lokalité Melechov
potvrdily vyskyt bakterii, které metabolizuji (at' uz oxiduji &i redukuji) sirné slouceniny.
Pfitomnost SRB byla potvrzena obéma pouZzitymi molekularné-biologickymi postupy — gPCR
a amplikonovym sekvenovanim oblasti 16S rRNA. Zjistény byly dale i Zelezo-oxidujici
bakterie a bakterie oxidujici vodik.

Mikrobialni spoleenstva zjisténa v podzemnich vodach z Melechova vykazovala typicky
hlubinny charakter charakterizovany 1) limitujicim mnozstvim terminalnich akceptoru
elektron, 2) vysokym zastoupenim mikroorganismi schopnych oxidovat vodik a 3)
vyskytem mikroorganismu s velmi specifickymi akceptory elektront naznadujici oligotrofni
prostiedi.

Ve vSech tfech vrtech dominovaly anaerobni (at uz obligatné ¢i fakultativné)
mikroorganismy. Nejhojnéjsi zjistény donor elektron(i pfedstavuji organické slouceniny, mezi
nejcastéjSi terminalni akceptory elektront patfi kyslik a dusikaté slouceniny. DalSim béznym
detekovanym typem metabolismu byla fermentace.

Pfi interpretaci vysledku je tfeba vzit v potaz zplsob odbér vzork(l podzemni vody, ktery
mohl vysledky ovlivnit. Pro dosazeni presnéjsSich vysledk( by bylo tfeba do vrtl umistit
pasivni vzorkovale, které by umoznily narGst biomasy na pozadované matrici (napf.
rozdrcena sterilni hornina, sklo, kousky kovu) a blize by nastinily, krozvoji jakych
mikroorganismd v hlubinnych vodach za podminek HU miize dojit. Tyto pasivni vzorkovade
by umoznily i sledovani postupné kolonizace a dlouhodoby monitoring zmén struktury
mikrobialniho spoleCenstva. Obdobné vzorkovace zachycujici sesilni mikroorganismy jsou
pouzivany napf. ve Svédsku (Eriksson et al. 2016).

PFi nastoleni podminek, které budou panovat v pozdgjsich fazich HU (4. strikini anaerobie a
pravdépodobné oligotrofie) je nutné pocitat se zménou druhového spektra mikrobialniho
spole€enstva podle dostupnych donoru a terminalnich akceptort elektrond. Konkrétné dojde
k vymizeni organism( vyuzivajicich kyslik coby terminalni akceptor elektronl. To, jaké
organismy prevladnou, se bude lokalné liSit a bude uréeno dostupnymi donory elektronu
(napf. organické latky, Fe?*, redukované formy siry, vodik) a dostupnymi terminainimi
akceptory elektront (nap¥. sirany, dusi¢nany, organické slouceniny).
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3.1 VIliv hustoty kompaktovaného bentonitu na preziti bakterii

3.1.1 Priprava vzorkl bentonitu

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). VVzorky bentonitu byly lisovany na hydraulickém lisu
MEGA 11-300 DM1S (Form+Test Seidner+Co GmbH, Némecko) do mezikruzi rozméra 15
mm vySka a 30 mm primér. Lisované suché objemové hmotnosti byly 1200, 1600 a 2000
kg.m3. Pfed samotnym lisovanim bentonitu byla stanovena jeho pfirozena vihkost, na kterou
byla provedena korekce navazky. Stanovena hodnota pfirozené vihkosti byla 9,84 %.
Lisovani bentonitu neprobihalo ve sterilnim prostredi.

Vzorky bentonitd byly umistény do anaerobniho boxu (Jacomex GP-Concept, Francie)
s kontrolovanou atmosférou argonu (Argon 4.8), kde se dlouhodobé udrzuje koncentrace
zbytkového kysliku pod hranici < 1 ppm (obj.). Zde byly ponechany k odvzdusnéni po dobu 3
meésicl. Po odvzdusnéni byly tyto vzorky umistény k nasyceni do pfedem pfipraveného a
odvzdusnéného modelového roztoku syntetické bentonitové poérové vody (SBPOW)
pfipraveného dle prace Cervinka a Gondolli (2015). SloZeni modelového roztoku syntetické
bentonitové pérové vody je uvedeno v Tab. 8. Takto byly ponechany vzorky bentonitu po
dobu osmi mésicu (srpen 2016 az duben 2017). Po uplynuti této doby byly vzorky vyjmuty a
prevezeny k dalSimu zpracovani na TUL.

Tab. 8 Navazky vychozich chemikélii pro pfipravu modelového roztoku syntetické bentonitové pérové
vody (SBPOW)

SloZka Obsah (g/l)
MgSOQO4-7H,0 2,7279
NaNOs 0,8163
NaCl 0,4191
KNO3 0,1328
NaSO4 0,1462
KHCO3 0,1066
CaCl 0,0388

Po pfevezeni na TUL bylo mezikruzi za sterilnich podminek rozmontovano a vzorky byly
ponechany pies noc vyschnout, tak aby bylo mozné bentonit vyjmout. Bentonit byl rozdélen
do dvou sterilnich vzorkovnic pro dalsi kultivaéni a molekularné-biologické zpracovani.
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3.1.2 Molekularné-biologicka analyza zhutnélého bentonitu

Materialy a metody

Bentonit urCeny pro molekularné-biologické zpracovani byl za sterilnich podminek
zhomogenizovan. DNA z néj byla izolovana dle postupu popsaném v praci Lopez-Fernandez
et al. (2015). Pro extrakci DNA bylo vyuzito od 15 do 22 g bentonitu. Koncentrace DNA byla
zméfena pfistrojem Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Life technologies, USA) dle
protokolu vyrobce. Ziskana DNA byla dale studovana metodou amplikonové sekvenace
oblasti 16S rRNA (viz kapitola 2.3.1). Pfi zpracovani sekvenacnich dat byly do analyzy pro
srovnani doplnény vysledky sekvenace ze vzorku suchého zhomogenizovaného (tedy
nekompaktovaného) bentonitu BaM.

Vysledky

Vysledky extrakce DNA jsou znazornény v Tab. 9. Je z nich patrné, Ze ze vzork( bentonitu o
hustotach 1200 a 1600 kg.m? bylo ziskano vice nez desetindsobné mnozstvi DNA ve
srovnani se vzorkem o hustoté 2000 kg.m=.

Tab. 9 Vysledky extrakce DNA z vzork( bentonitu

Hustota kompaktovaného VytéZek DNA (ug DNA/
bentonitu (kg.m) g bentonitu)
1200 6,4000
1600 6,6789
2000 0,4404
Nekompaktovany bentonit 0,580

Vysledky sekvenacni analyzy jsou zobrazeny vtab. 9. Z vysledku je patrné, Ze struktura
mikrobialni komunity zjisténa ve vzorku o hustot¢ 2000 kg.m= je témeér identicka
s mikrobialnim spole€enstvem zachyceném v puvodnim homogenizovaném BaM bentonitu.
Pri interpretaci téchto vysledkl je tfeba vzit v potaz, Ze vzorek o hustoté 2000 kg.m= mél
velmi nizky vytéZek DNA. Pravdépodobnym vysvétlenim pozorovaného jevu tedy je, Ze takto
vysoka hustota kompaktizace bentonitu nebyla sluditelna s prezitim mikroorganismu a
pozorované mikrobialni spektrum 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).

Ve vzorcich bentonitu s nizsi hustotou (1200 a 1600 kg.m?3) byly zjiStény dvé hlavni
dominantni OTU, urCené jako zastupci rodd Pseudomonas a Streptomyces. Tyto
mikroorganismy byly zjistény i ve vzorku nekompaktovaného bentonitu a bentonitu
kompaktovaného na hustotu 2000 kg.m3, ale vobou pfipadech ve vyrazné mens$im
zastoupeni. Vysledky Ize tedy pravdépodobné interpretovat tak, ze nizSi hustoty
kompaktovaného bentonitu umoznily rozvoj téchto mikroorganismd, jelikoz byl zjistén jejich
narlst oproti stavu zachyceném v plvodnimu BaM bentonitu.

Rod Streptomyces patfi mezi Gram pozitivni bakterie naleZejici do fadu Actinomycetes.
Zastupci tohoto rodu maji komplexni zivotni cyklus zahrnujici minimalné tfi rizné typy bunék.
Streptomycetni bakterie patfi mezi nejpoCetnéjSi padni bakterie s ubikvitnim rozsifenim.
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Vyznacuji se schopnosti metabolizovat a transformovat jinak tézko rozlozitelné latky, jakymi
jsou lignoceluléza €i chitin (Hodgson 2000).

Zjistény zastupce rodu Pseudomonas vykazoval nejvy$8i miru podobnosti s druhem
Pseudomonas stutzerii. Jedna se o Siroce rozSifeny denitrifikujici mikroorganismus, ktery
muze vyuzivat Sirokou Skalu 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. Rast byl prokazan v Sirokém
rozmezi teplot a je rezistentni vuci tézkym kovum (Lalucat et al. 2006). VSechny tyto
vlastnosti mu umoznuji osidlovat riznoroda stanovist€é a snadno se pfizplsobit danym
podminkam.
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Relativni zastoupeni mikroorganisml s abundanci pres 1%

(droven rodu)

90%
80% -
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50%
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20%
10%
0%
Bentonit- 1200 g.cm-3 Bentonit- 1600 g.cm-3 Bentonit- 2000 g.cm-3 Homogenizovany BaM
m Alkaliphilus W Arenimonas m Bradyrhizobiaceae_unclassified
m Brevundimonas m Candidatus_Nitrotoga m Comamonadaceae_unclassified
M Erythrobacteraceae_unclassified W Gaiella W Gallionella
B Gammaproteobacteria_unclassified B Gitt-GS-136_ge M Intrasporangiaceae_unclassified
W 1G30-KF-CM45_ge W KD4-96_ge M Lysobacter
W Massilia = Nitrosomonas W Nocardioides
W Oxalobacteraceae_unclassified M Polaromonas MW Pseudarthrobacter
W Pseudomonas m Saccharibacteria_ge m Sphingomonas
W Streptomyces Subgroup_6_ge m Thermomonas
M Thiobacillus uncultured Euncultured_ge

W Yonghaparkia

Obr. 6 Relativni zastoupeni mikroorganismi s abundanci pfesahuji 1% ve vzorcich bentonitu
kompaktovanych na hustoty 1200, 1600 a 2000 kg.m-3 a suchého bentonitu BaM v prasku

Zaveér
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Z vysledk( molekularné-biologické analyzy vyplyva, Ze pfi hustotach bentonitu 1200 a 1600
kg.m=doslo k rozvoji bakterii naleZejicich do rodd Streptomyces a Pseudomonas. Ve vzorku
kompaktovaném na hustotu 2000 kg.m= bylo zji§téno vyrazné nizsi mnozstvi DNA a zaroven
struktura mikrobialni komunity kopiruje slozeni komunity detekované ve vzorku
praskovaného homogenizovaného BaM bentonitu, z ehoZ Ize usuzovat, Ze v tomto pfipadé
byla pravdépodobné zachycena DNA z mrtvych bunék. Hranice schopnosti proliferace
mikroorganismU tedy lezi pravdépodobné& nékde mezi 1600 a 2000 kg.m=. To odpovida i
dostupnym literarnim Udajam, které uvadi hranici v rozmezi 1670 — 1692 kg.m™ pro ¢esky
bentonit z Rokle (Pedersen 2017). VSechny ostatni bentonity studované v této praci
(Wyoming Volclay MX-80, USA; Asha, Indie; Calcigel, Némecko; GMZ, Cina; FEBEX,
Svycarsko) mély hranici zamezeni mikrobidlni aktivity poloZzenou jesté vyse (nékteré i pres
hodnotu 2000 kg.m). Autofi upozoriiuji, Ze mikrobidlni aktivitu v bentonitech ovliviiuji i jiné
faktory, neZz pouze samotny bobtnaci tlak — jedna se napf. o obsah Zeleznatych slouc¢enin i
slou€enin uhliku v bentonitech. Pfeziti bakterii €i jejich pfipadny rozvoj v bentonitech zavisi
na nasledujicich proménnych: pH, teplota, difuze (dostupnost Zivin), bobtnaci tlak, obsah
vody, velikost pérl a slozeni pérové vody.

3.1.3 Kultiva€ni analyza zhutnélého bentonitu

Zastupci pracovisté TUL zprostfedkovali pfedani vzorku bentonitu (specifikace v pfedavacim
protokolu ¢islo PP-TUL-010) ve tfech plastovych mikrozkumavkach, které obsahovaly
bentonit o hustotach 1200, 1600 a 2000 kg.m3,

Materialy a metody

Experimenty zaméfené na stimulaéni efekt bentonitu byly provedeny v suspenzi bentonitu
(obdrzeny vzorek byl kvantitativné resuspendovan ve fyziologickém roztoku a intenzifikovan
tfepanim ve stejném kultivaénim systému jako kultivaéni experimenty kvantifikace SRB (viz.
kap. 2.2.1) za ucelem stanoveni vSech puvodnich mikroorganism( ve vzorku bentonitu za
aerobnich a anaerobnich podminek v kultivaénim systému umisténém v kultivacnim
termostatu pfi 12°C. Izolace byla provedena ze suspenze vytvofené z bentonitu asepticky
pfeneseného do fyziologického roztoku (0,9% roztok chloridu sodného ve vodé) ve sterilni
vialce. Pro kontrolu anaerobniho prostfedi byl coby indikator pouzit resazurin (barevnou
zménou velmi citlivé reaguje na zvySeni hodnoty Eh, viz kapitola 2.2.1).

Vysledky

Vysledky kultivaénich vySetfeni (Tab. 10) byly ziskany spocitanim narostlych kolonii na
povrchu agaru v kultivaCnim systému. Jsou vyjadfeny v jednotce cfu, coz predstavuje tzv.
kolonie tvofici jednotky, kdy se prfedpoklada, ze z jedné buriky vyrostla jedna kolonie na
povrchu agaru. Zdrojem zkresleni byvaji agregované bunky, délici se bufky apod.

Tab. 10 Souhrnné vysledky kultivacnich testd bentonitu z etapy 4 (v cfu na 1 g ptvodniho vzorku)

Hustota . , aerobni anaerobni
. kultivovatelné , ,
bentonitu heterotrofni heterotrofni
3 SRB , , , .
(kg.m™) osidleni osidleni
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Zavér

V kultivaéné analyzovanych vzorcich bentonitu byla zjiSténa nizka koncentrace mikrobialniho
osidleni obou sledovanych skupin mikroorganismu - heterotrofnich i siran redukujicich pouze
pfi zhutnéni 1200 kg.m=. V obou zbyvajicich vzorcich byl vysledek nartstu negativni, ve
vzorcich nebyly zjistény zadné kultivovatelné mikroorganismy za pouzitych metodickych
podminek. S ohledem na chybu metody, kterd& ma hodnotu jednoho fadu, je mikrobialni
osidleni kultivovatelnymi mikroorganismy prakticky zanedbatelné. Vysledky zkreslilo
nevhodné& malé mnozstvi vzorku, které bylo dostupné pro analyzu.

3.2 Kultivaéni analyza vzorku Vita z hlediska vlivu teploty

Vzorek podzemni vody Vita (Stola Josef) byl odebran zastupci pracovis§té TUL v dubnu 2017
a jeho pfedani CCE je dokumentovano pfedavacim protokolem Cislo PP-TUL-009. Zaroven
byla provedena bezprostfedni kultivaéni analyza vychoziho materialu z hlediska
mikrobialniho osidleni kultivovatelnymi mikroorganismy.

3.2.1 Materialy a metody

Sada kultivaénich experimentlu pfi teplotach 12 C, 25 °C a 45 °C probéhla na vzorku
odebraném v dubnu 2017 a kultivaCné analyzovaném bezprostifedné po odbéru (viz kap.
2.1). Ke kvantifikaci mikroorganismi byla pouzita kultivaéni technika zalozena na
desetinném Fedéni. Kontrola anaerobniho prostfedi byla indikovana pouzitim resazurinu.
Vlastni kultivaCni vySetfeni je identické stim, které bylo pouZito v pfedchozich
experimentech (2.2.1).

Vysledky

Vysledky kultivacnich vySetfeni (Tab. 11) experimentu plsobeni teploty na konsorcium
mikroorganismd ve vodé Vita byly ziskany spocitanim narostlych kolonii na povrchu agaru
v kultivaénim systému.

Tab. 11 Souhrnné vysledky kultivacnich testd teplotniho experimentu (v cfu na 1 ml vzorku)

kultivovatelné aerobni anaerobni
Vzorky heterotrofni heterotrofni
SRB , , , ,
osidleni osidleni
Vita 0,9.10* 2,4.10° 1,2.10¢
Vita - 12°C 0,9.10* 1,2.10% 1,1.10%
Vita - 25°C 0 2,4.10°%
Vita - 45°C 0 0
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Zaveér

Bylo prokazano, Ze zvySena teplota (konkrétné hodnoty 45°C a 70°C) ma negativni vliv na
kultivovatelné bakterie vyskytujici se v podzemni vodé Vita. V této vodé se vyskytuji bakterie
s optimem rastu v pfiblizné 12°C (teplota vody Vita). Toto zjisténi Ize interpretovat tak, ze
bakterie pfirozené se vyskytujici v podzemnich vodach Ceského masivu (tedy adaptované
na relativné nizké teploty) rychlé zahfati na vysSi teploty nepfeziji. To ovSem neznamena, ze
hlubinné podzemni vody a horninové prostifedi budou v dlouhodobém horizontu v dusledku
zahrati bez zivota, jelikoz postupné dojde ke zméné struktury mikrobialniho spolecenstva.
Soucasné vyskytujici se mikroorganismy budou nahrazeny mikroorganismy adaptovanymi
na vysSSi teploty. Limitni hodnota preziti bakterii je 121°C (Blochl et al. 1997), lze tedy
predpokladat, ze pokud nebude tato hodnota teploty pfekonana, tak se v podzemnich
vodach bude mikrobialni aktivita, byt v omezené mife, vyskytovat i nadale.

3.3 Vliv pH na preziti bakterii

Jako soucast stanoveni ruznych podminek na proliferace SRB probéhl dlouhodoby
experiment studujici reakci mikrobialniho inokula na rdzné hodnoty pH (v rozmezi hodnot pH
7 az 10). Metodicky tento soubor experimentl navazoval na predbézny kratkodoby
experiment uskuteénény v loriském roce (Cernik et al. 2016). Experiment probé&hl v prostredi
modelového roztoku syntetické bentonitové pérové vody (SBPOW).

3.3.1 Material a metody

Experimentalni uspofadani vychazelo z experimentl realizovanych v pfedchozim roce,
avSak na zakladé lofiskych zkuSenosti bylo toto uspofadani v ur€itych aspektech
modifikovano. Nejprve byl pfipraven roztok SBPOW dle charakteristiky uvedené v Cervinka a
Gondolli (2015), ktery byl sterilné Zfiltrovan postupem popsanym v kapitole 2.3.1. Poté byl
sterilni roztok SBPOW rozlit do 0,5 | sterilnich lahvi a umistén do anaerobniho boxu
(Jacomex GP-Concept, Francie) s kontrolovanou argonovou atmosférou (Argon 4.8), kde byl
ponechan k odvzdusnéni (s pootevienym vi¢kem) po dobu jednoho tydne. Koncentrace
kysliku v atmosféfe se v tomto boxu pohybovala pod hodnotou 1,0 ppm (obj.). Méfeni
koncentrace kyslik( pfimo v lahvich s roztokem SBPOW nebylo provedeno, aby se zabranilo
kontaminaci sterilniho roztoku SBPOW méfici sondou, avSak ze srovnavacich experimentu
vyplynulo, Ze konecna zbytkova koncentrace po odvzdusinovani roztoku SBPOW po dobu 3
dni je pod mezi stanovitelnosti externiho kyslikového ¢idla FDO® 925 (WTW, Némecko). Lze
predpokladat, Zze hodnota rozpusténého kysliku bude v rovnovaze s velmi zanedbatelnou
koncentraci v atmosféfe boxu (Henryho konstanta). Po odvzdusSnéni bylo upraveno
pocatecni pH roztokd v anaerobnim boxu na hodnoty 7, 8, 9 a 10 pomoci sterilnich roztokul
HCI a NaOH. Hodnoty pH byly po dvou dnech pfeméfeny pfistrojem Multimeter digital multi
3410 (WTW, Némecko) pomoci pH elektrody SenTix® 940 (WTW, Némecko) a pH bylo
znovu upraveno na pozadované hodnoty. Stejny postup byl zopakovan jesté po dalSim dni,
kdy bylo pfistoupeno k nasazeni experimentu.
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Jako mikrobidlni inokulum byla vyuzita podzemni voda Vita, ktera byla intaktnim zpisobem
odebrana (bez zbyte€ného pfistupu vzduchu) na Stole Josef do sterilnich nadob (plastové
lahve o objemu 1,5 | po dobu 5 minut exponované UV svétlem) a v transportni ledniCce byla
pfevezena k okamzitému zpracovani. Cast odebrané vody byla vyhrazena pro molekularni
analyzy s cilem uréit po¢atecni stav SRB.

Cely experiment trval Sest mésicl. Celkem bylo provedeno pét ¢asovych odbéru:

e 10dni

e 1 mésic
e 2 mésice
e 3 mésice

e 6 meésica.
VSechny odbéry byly pfipraveny v duplikatu a byly doplnény negativni kontrolou bez
pridaného mikrobialniho inokula pro kontrolu sterility roztoku SBPOW.

V kazdé pullitrové lahvi (kromé negativnich kontrol) bylo za sterilnich podminek smichano
450 ml roztoku SBPOW a 50 ml mikrobialniho inokula, které bylo pfed rozlitim do vzorkovnic
ddkladné homogenizovano. Do kazdé vzorkovnice byl viozen kousek uhlikové oceli (12020)
o velikosti 6 mm x 6mm x 1 mm, ktery slouzil pro mikroorganismy jako donor elektron
(koroze na kationty). Vzorky oceli byly pfed umisténim do vzorkovnic obrouseny na brusném
papife o zrnitosti P500, oplachnuty v destilované vodé, etanolu a acetonu. Lahve byly poté
uzavfeny a jejich obsah promichan.

Po uplynuti experimentu byly vzorky jiz popsanym zptsobem sterilné filtrovany. Cast roztokd
byla vyuzita pro chemické analyzy, které sledovaly zmény v obsahu sirand a dusi¢nanu
Vv roztoku.

Nasledné molekularné-biologické zhodnoceni (extrakce DNA, gqPCR analyza) probihalo
stejné jako v postupu uvedeném v kapitole 2.3.1. Pfi qPRC analyze vSak byly mimo zmén
v abundanci SRB detekovany i zmény v abundanci denitrifikaCnich bakterii (geny nirK, nirS a
nosZ) a dale zastupcu rodu Geobacter (zastupci tohoto rodu mohou patfit mezi Zelezo-
redukujici bakterie). Vyuzity byly primery uvedeny v priib&zné zpravé za lofisky rok (Cernik
et al. 2016).

Dale probéhlo amplikonové sekvenovani oblasti variabilni oblasti V4 genu 16S rRNA dle
metodiky uvedené v kapitole 2.3.1. Pro sekvenacni analyzy byl pouzit vstupni odbér vody
Vita a dale vzdy jeden vzorek z duplikatu z ¢asovych odbérd 10 dni, 1 mésic, 2 mésice a 3
mésice. Do analyzy byly zahrnuty pouze vzorky, ze kterych bylo ziskano dostatecné
mnozstvi DNA. NGS data byla zpracovana postupem popsanym v loriské zpravé (Cernik et
al. 2016).

3.3.2 Vysledky

Na Obr. 7 jsou znazornény zmény hodnot pH v €ase. Z vysledku je patrné, Ze se rozdily
mezi jednotlivymi variantami experimentu v pribéhu €asu sniZzovaly, coz lze pfisuzovat
vysoké pufrani kapacité roztoku SBPOW (a také mikrobialni aktivit€). Hodnoty pH nebyly
v pribéhu experimentu upravovany, nebot jakakoliv manipulace se vzorky predstavovala
vysokeé riziko vnéjsi kontaminace. Hodnoty pH ve v8ech variantach experimentu se nakonec
pfiblizily hodnoté pH 9 a dokonce doslo k vyméné jejich pofadi (coz ukazuje na i dalsi mozné
vlivy nez jen pufraéni kapacitu).
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Obr. 7 Zmény hodnot pH v ¢ase. Hodnoty pH v inokulovanych vzorcich odpovidaji praméru
naméfenych hodnot v obou zmérenych duplikatech.

Na Obr. 8 a Obr. 9 jsou znazornény zmény obsahu dusiénanl a siran( v ¢ase. Z vysledku je

patrné, Zze nejvyssi pokles dusi¢nanl byl zaznamenan v ozivenych vzorcich o pH 8.
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Obr. 8 Zmény v obsahu dusi¢nant v jednotlivych ¢asovych odbérech
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Obr. 9 Zmény v obsahu sirant v jednotlivych ¢asovych odbérech

Na Obr. 10 jsou zobrazeny vzorkovnice pfi poslednim odbéru (tedy po uplynuti doby Sesti
mésicl). K nejvétSimu rozvoji mikrobialni aktivity doSlo ve vzorcich spH 8. Voda
v negativnich kontrolach zustala ve vSech pfipadech ¢ira.

Obr. 10 Vzorkovnice po poslednim odbéru. Pro kaZzdou hodnotu pH jsou zobrazeny dva duplikaty a
negativni kontrola (na obrazku oznacena jako NK).
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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 spoleenstva limitujici. Oproti tomu ve tfech ostatnich variantach
experimentu (hodnoty pH 7, 8 a 9) doslo k vyraznému narustu celkové bakterialni biomasy
oproti puvodnimu stavu.

relativni zména oproti vstupnimu odbéru

celkova bakterialni biomasa - gen pro 16S rDNA

2000
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Obr. 11 Relativni zmény v mnoZstvi celkové bakterialni biomasy pro rtzné hodnoty pH detekované
genem 16S rDNA

Zmény v abundanci SRB jsou zobrazeny na Obr. 12 a Obr. 13. Oba studované geny
poskytuji odliSné informace. Gen apsA ukazuje, Ze u nizSich hodnot pH doslo k mirnému
rozvoji SRB (na maximalné ¢tyfnasobek oproti puvodnim hodnotam) a Ze v pfipadé hodnoty
pH 10 doSlo k poklesu mnozstvi SRB. Oproti tomu gen dsrA poukazuji na ubytek SRB
v prvnich ¢tyfech odbérech. PFi poslednim odbéru byl pomoci obou studovanych markerd
pozorovan vzestupny trend SRB. Uvedena data vSak nesleduji jednoznalny trend a
neumozfuji jasnou interpretaci.
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Obr. 12 Relativni zmény v abundanci SRB (detekované pomoci genu apsA) v ¢ase
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Obr. 13 Relativni zmény v abundanci SRB (detekované pomoci genu dsrA) v ¢ase

Vysledky hodnoceni zmén denitrifikaCnich bakterii jsou zobrazeny na Obr. 14, Obr. 15 a Obr.
16. Pozorovan byl obdobny trend jako v pfipadé genu 16S rDNA a to konkrétné, ze pfi
hodnoté pH 10 nedochazi k proliferaci mikroorganismu (v tomto pfipadé tedy denitrifikacnich
bakterii). Zjisténé zmény v ostatnich hodnotach pH v3ak nesleduji jednoznacné trendy, a
proto nemohou byt jednodus$e interpretovana.

36



Mikrobialni koroze za podminek hlubinného Evidencni oznaceni:

| SURAO ulozisté pro koncepci ocelovy UOS —

. . SURAO TZ 196/2017
zhutnény bentonit
denitrifikacni bakterie - gen nirK
5000

2
"2 4500 '
T $
5 4000
E
' 3500 :
(= .
=3 .
% 3000
= .
© 2500
(=1 >
© 2000 3
[ K
>g ..
£ 1500 °
N _.'
§ 1000 .. .
= " .
ﬁ 200 ..'!..‘ --------- ".'.....".:‘. senswestt® L ]

0 POELLLUP PP TR Sdusddrus- SUNPIRP” 1

vstup 10dni 1 mésic 2 mésice 3 mésice 6 mésicl
ses@ee pH7 ++e@.« pHB pHY ««.@-.. pH 10

Obr. 14 Relativni zmény ve vyvoji denitrifikacnich bakterii (detekovano pomoci markeru nirK) v ¢ase
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Obr. 15 Relativni zmény ve vyvoji denitrifikacnich bakterii (detekovano pomoci markeru nirS) v ¢ase
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Obr. 16 Relativni zmény ve vyvoji denitrifikacnich bakterii (detekovano pomoci markeru nirS) v ¢ase

Na Obr. 17 jsou zobrazeny vysledky detekce zastupcl Geobacteraceae. V pfipadé hodnot
pH 7 a 9 doslo k jejich mirnému narustu, pfi hodnoté pH 8 jejich stav v podstaté stagnoval,
pfi pH 10 dochazelo k jejich postupnému poklesu.
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Obr. 17 Relativni zmény ve vyvoji zastupcl Geobacteraceae v ¢ase

Na Obr. 18 jsou zobrazeny vysledky amplikonového sekvenovani oblasti 16S rDNA. Pro
hodnotu pH 10 byl do analyzy zahrnut pouze prvni Casovy odbér, protoze z pozdéjSich
odbéru jiz nebylo ziskano takové mnozstvi DNA, které by umoznilo spolehlivou sekvenaéni
analyzu. V zobrazenych vysledcich je mozné pozorovat obdobné trendy jako pfi lofiském
kratkodobém experimentu. Jde jednak o vyrazny pokles bakterialni diverzity ve vSech
vzorcich oproti vstupnimu odbéru a také byl pozorovan znacny rozvoj denitrifikacnich
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bakterii, coz odpovida i vysledkdm qPCR analyzy. Zadny ze zachycenych dominantnich
mikroorganismd (mimo bakterie detekované ve vstupnim vzorku, tj. vodé Vita) neni
charakterizovan obligatni anaerobii. Jedna se spiSe o fakultativné aerobni & anaerobni
bakterie s versatiinim metabolismem, které jako terminalni akceptor elektrond mohou
vyuzivat jak kyslik za aerobnich podminek tak dusikaté slouceniny pfi nastoleni podminek
anaerobnich.

SloZeni mikrofléry reagovalo po nasazeni experimentu velmi citlivé a rychle na zmény
prostfedi a tento pozorovany jev poukazuje na fakt, Ze k okamzitému rozvoji ruznych
funkénich bakterialnich skupin muaze dojit v podstaté kdykoliv po nastoleni vhodnych
podminek.

S pfihlédnutim k faktu, Zze hodnoty pH se v pribéhu ¢asu vzajemné pfiblizovaly, neni
prekvapivym zjisténim, Ze si struktury mikrobialnich komunit z pdvodné riiznych hodnot pH
byly dosti podobné. | pfes jejich velkou podobnost je vd8ak mozné uvést urcité charakteristiky
jednotlivych pH: napf. ve vzorcich s plvodni hodnotou pH 8 nebyly detekovany témér zadné
fermentujici bakterie, pfi plvodni hodnoté pH 7 a 9 bylo jejich mnozstvi vétsi. Pfi hodnoté pH
7 byla zjiSténa bakterie nalezejici do rodu Nitrincola metabolizujici dusitany.
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Obr. 18 Slozeni mikrobialniho konsorcia v jednotlivych odbérech. Zobrazeny jsou pouze kmeny
s abundanci presahujici 1%. V zavorce za jménem taxonu je uvedeno (pokud je tato informace
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znama), do jaké funkcéni mikrobialni skupiny zjisténa bakterie pravdépodobné spada (SRB — siran-
redukujici bakterie, NRB — denitrifikacni bakterie)

3.3.3 Zavéry

Po smichani mikrobialniho inokula s roztokem SBPOW doSlo k vyraznym zménam ve
struktufe mikrobialniho spolecenstva — konkrétné k rozvoji denitrifikaCnich mikroorganismu
zpusobenému vysokym obsahem dusi¢nanu v roztoku SBPOW.

Z vysledkl dale vyplyva, ze pro mikrobialni inokulum pochazejici z vody Vita byla hodnota
pH 10 limitni. Ostatni vstupni hodnoty pH umoznily vyraznou proliferaci mikroorganisma. P¥Fi
interpretaci téchto vysledkl je tfeba vzit v potaz, Zze voda Vita ma pH v rozmezi 7 az 8 a
bakterie v této vodé se vyskytujici maji tedy optimum rdstu pfi téchto hodnotach. Bylo-li by
pouzito mikrobialni inokulum adaptované na vyS$si hodnoty pH, ktak vyraznému utlumu
mikrobialni aktivity nedojde. Tento experiment tedy ilustruje, jak bude reagovat mikrobialni
inokulum pfitomné v podzemni vodé (adaptované na niz8i 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) prokazuiji, ze
k rozvoji dosti bohatého mikrobialniho spoleCenstva mlze dojit i za vyrazné vysSich hodnot
pH. V pfipadé uvedené prace byly studovany hyperalkalické prameny na Kypru dosahuijici
hodnoty pH az 11,9, které jsou autory pfipodobriovany k pfirodnim analoglim betonovych
¢asti hlubinného ulozisté. Vysledky prezentovany v této praci prokazaly, ze i za takto
extrémnich podminek probihaji mikrobialni procesy (metabolismus plynt, redukce kovi),
které jsou relevantni pro bezpecnost hlubinného ulozisté.
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4.1 Experimentalni ¢ast

4.1.1 Dlouhodobé expozice

Vramci Etapy 5 byly zapoCaty expozice uhlikové oceli v prostfedi sterilizovaného
modelového roztoku syntetické bentonitové pérové vody (SBPOW), ktery byl sterilizovan
pomoci filtrace. Slozeni roztoku SBPOW je uvedeno v Tab. 8. Pro vyhodnoceni
hmotnostnich Ubytk( a post-expozi¢ni analyzy (rentgenova difrakce a skenovaci elektronova
mikroskopie) bylo pfipraveno 15 vzorki oceli CSN 422707.9 o tloustce 5 mm ztyée o
praméru 30 mm (SKODA Jaderné strojirenstvi). Vzorky byly pfed expozici obrouseny na
brusném papife o zrnitosti P60 a moreny po dobu dvou minut v HCI (v poméru 1:1
koncentrovana kyselina 36 hm.% s destilovanou vodu). Po mofeni byly nasledné oplachnuty
v destilované vodé, etanolu a acetonu a zvazeny na analytickych vahach. Dale bylo pro
méfeni pouzito 6 ks rezistometrickych sond z ocelové folie (material folie uhlikova ocel AlSI
1010, vyrobce Lyon Industries, USA) o Sifce stopy 2 mm a tloustce 100 ym. Rovnéz bylo
pouzito 6 ks impedanénich sond z ocelové folie o tloustce stopy 2 mm a délce 40 mm,
vzdalenost mezi stopou 1 a 2 je 6 mm, mezi stopou 2 a 3 je 15 mm. Oba typy sond jsou
prezentovany na Obr. 19. Sondy byly pfed pocatkem expozice lehce pfebrouseny ocelovou
vatou 3M. Rezistometrickd méfeni jsou provadéna kontinualné pomoci pfistroje ACDO03
(MetriCorr, Dansko) a impedanéni méfeni pomoci pfistroje 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.). Celkova doba experimentu je
navrzena na 13 tydnu.
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Obr. 19 Rezistometricka sonda (vlevo) a impedancni sonda (vpravo)

VSechny vzorky, méfici cely a pfistroje byly pfed umisténim v anaerobnim boxu povrchové
dezinfikovany pomoci etanolu. Teplotné odolné Casti experimentalniho vybaveni (laboratorni
sklo, klemy, atd.) byly sterilizovany pfi teploté 160 °C po dobu dvou hodin. Vzorky a veSkery
material byl do komory vkladan prfes 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.0., Slovensko) po dobu 3 hodin (doba dostate¢na pro uplnou sterilizaci vnitfniho
prostfedi boxu). B&éhem této doby se poloha lampy dvakrat ménila (zezadu, ve stfedu a
z pfedni strany boxu) tak, aby doS$lo ke sterilizaci celého objemu komory. Kontrola kvality
sterilizace byla provedena na konci experimentu stéry, vysledky (molekularné biologické i
kultivacni) potvrdily sterilni prostfedi. Roztok SBPOW byl pfed zaCatkem expozice po
umisténi do rukavicového boxu odvzduSfiovan po dobu 3 dni. Konetna zbytkova
koncentrace po odvzduSinovani roztoku je pod mezi stanovitelnosti externiho kyslikového
¢idla FDO® 925 (WTW, Némecko). Po umisténi vzorku, cel a pfistroju doslo ke zvySeni
koncentrace kysliku v anaerobnim boxu, ktera byla snizovana pomoci funkce anaerobniho
boxu ,flushing® do hodnoty koncentrace kysliku 0,9 ppm (obj.) a nasledné samovolné
docisténa na hodnotu, ktera se pohybovala na hladiné cca 0,3 ppm (obj.) £ 1% v rozsahu 0
az 1000 ppm (obj.). Pouzité pfistroje byly sterilizovany za pomoci vySe uvedené UV-C lampy.

Expozice uhlikové oceli probiha ve varnych barfkach o objemu 1000 ml. Byly zapocaty tfi
paralelni experimenty za laboratorni teploty Tiag, 40 a 70 °C. Do kazdé z banék bylo
umisténo vzdy pét ocelovych diskovych vzorkl, dvé sondy rezistometrické a dvé sondy
impedancni. Expozice byla zapoc&ata pfidanim 1000 ml roztoku SBPOW do kazdé z banék.
Teplota roztoku byla kontrolovana externim cidlem (Cidlo Pt1000 umistnéné ve sklenéném
pouzdie) pomoci topného systému Heidolph™ Heat-On Blocks (Heidolph, Némecko).
Rezistometricka méreni probihaji automaticky s periodou 3 h. Impedanéni méfeni (EIS) byla
provedena v prvnim tydnu kazdy den, a nasledné se provadi méfeni 2x tydné (vzdy
v pondéli a ve stfedu). EIS méfeni probihalo v dvouelektrodovém uspofadani v rozmezi
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frekvenci 100 kHz — 10 mHz s amplitudou 15 mV a hustotou zaznamu 10 bod0 na dekadu.
Nejprve byla méfena EIS mezi stopou 1 a 2 a nasledné mezi stopou 2 a 3.

CtyFi z péti diskovych vzorki byly mofeny dle ISO 8407 a nasledné zvazeny na hmotnostni
ubytky. Paty vzorek byl v baleni s argonovou atmosférou pfedan pro analyzu rentgenovou
difrakci a nasledné byl podroben mikroskopickym analyzam. Byla rovnéz vyhodnocena
impedancni spektra ze sond a obdobné uréeny pribézné korozni rychlosti ze zaznamu
rezistometrickych sond.

Tento prvni cyklus probéhl v obdobi 2. 11. 2016 az 28. 2. 2017. Na né&j plynule navazal druhy
cyklus, ve kterém byl jako zkuSebni médium pouzit roztok SBPOW s pfidavkem
mikrobialniho inokula (voda Vita, Stola Josef). Pro kazdy paralelni experiment pro jednotlivé
teploty byl pfipraven Cerstvy expozi¢ni roztok o objemu 1 litr obsahujici sterilni roztok
SBPOW, ktery byl smichan s Cerstvé odebranou vodou Vita v poméru 9:1. Druhy cyklus
probéhl v obdobi 3. 3. 2017 az 30. 5. 2017. Treti cyklus byl proveden ve sterilnim roztoku
SBPOW, do kterého nebyly pfidany dusiénany. Treti cyklus probéhl v obdobi 22. 6. 2017 az
26. 9. 2017.

Mikrobialni oziveni bylo kontrolovano pomoci molekularné-biologickych postupll popsanych
v kapitole 2.3.1, konkrétné metodou extrakce DNA a jeji nasledné kvantifikace.

4.1.2 Kratkodobé laboratorni testy

Vliv zmény prostfedi bylo monitorovano vramci kratkodobych experimentl na VSCHT
Praha. Studium bylo zaméfeno na kinetiku anodické i katodické reakce pomoci
potenciodynamickych méfeni. V roztoku SBPOW byl snizovan obsah dusiénand na 1/10,
1/100 a na roztok bez dusi¢nanu. Dale byl ve stejnych intencich snizovan obsah sirana,
které byly ekvimolarné nahrazovany sulfidy ve formé nonahydratu sulfidu sodného. Navazky
vSech roztok( jsou uvedeny v Tab. 12. V roztocich se sulfidem sodnym nebylo prozatim
upravovano pH, tyto experimenty budou jesté doplnény. Pro experimenty byl pouzit valcovy
vzorek z oceli CSN 422707.9 o praméru 10 mm a vySce 20 mm, s celkovou exponovanou
plochou 7 cm?. Vzorek byl pred testem brousen brusnym papirem zrnitosti P80, oplachnut
v pitné vodé, ethanolu a osuSen teplym vzduchem. Vzorek byl vzdy upnut ve Stern-
Makridesové drzaku. ZkuSebni roztok o objemu 750 ml byl pfed méfenim vzdy 1 h
odvzdushovan dusikem 4.0 a poté byl vzorek ponofen pod hladinu. Dalsi 1 h probihalo
ustalovani samovolného korozniho potencialu. V roztoku byly stanoveny hodnoty pH a En.
Pro kazdou expozici byl zméFfen polarizacni odpor a dale anodicka nebo katodicka
potenciodynamicka kfivka. Pro méfeni byla pouzita stfibrnochloridova referen¢ni elektroda a
platinova protielektroda ve formé dratu o plose 5 cm?. Polariza¢ni odpor byl méfen v rozmezi
-20 to +20 mV/Ekor s rychlosti polarizace 0.1 mV s™. Katodické kfivky byly méreny v rozmezi
+50 to -500 mV/Exkor s rychlosti polarizace 2 mV s*. zatimco anodické v rozmezi -50 to +500
mV/ Exor S rychlosti polarizace 2 mV s?. Tafelovy konstanty byly stanoveny v rozmezi 100-
300 mV/EKOR.
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Tab. 12 Navazky vychozich chemikalii pro pfipravu modelovych roztoku roztoku syntetické
bentonitové porové vody s proménlivym obsahem dusi¢nant a sirant

Slozka / Desetina Setina Bez Desetina Setina Bez siranu
Obsah (g/l) dusiénand dusi¢nanu | dusinanl | siranl siranu

MgSO47H.0 | 2,7279 2,7279 2,7279 0,2981 0,0298 -
NaNOs3 - - - - - -

NacCl 0,4191 0,4191 0,4191 0,4191 0,4191 0,4191
KNO3 0,1104 0,011 - - - -
NaSO4 0,1462 0,1462 0,1462 - - -
KHCOs 0,1066 0,1066 0,1066 0,1066 0,1066 0,1066
CaCl, 0,0388 0,0388 0,0388 0,0388 0,0388 0,0388
Na,S.9H,0 - - - 7,8451 8,6294 8,7165
4.2 Vysledky

4.2.1 Dlouhodobé expozice

Vysledky fazového sloZeni z rentgenové difrakce (XRD) jsou uvedeny v Tab. 13 a Tab. 14.
Pfi TLas a 40 °C je dominantni fazi koroznich produktl ,green rust‘ (GR(CO3)), zatimco pfi
70 °C je to magnetit. Stopy magnetitu byly stanoveny i ve steriinim SBPOW pfi 40 °C.

Tab. 13 Fazové sloZeni koroznich produkti stanovené metodou XRD po expozici ve sterilnim SBPOW

(1. cyklus)
Teplota Korozni produkty
Tias Fes(OH)12(COs) (,green rust* — GR(COs))
40°C Fes(OH)12(COs) (,green rust® — GR(COs3)) + Fe304
70°C FesO4

Tab. 14 Fazové sloZeni koroznich produkt( stanovené metodou XRD po expozici v SBPOW
inokulovaném vodou Vita (2. cyklus)

Teplota Korozni produkty
Tias Fes(OH)12(COs3) (,green rust* — GR(CO3))
40°C Fes(OH)12(COs3) (,green rust” — GR(COs))
70°C Fes04

Na Obr. 20 je uveden pfiklad zdznamu rezistometrického méfeni béhem 1. cyklu pfi Tias. Na
obrazku jsou vyznaceny zelené body na zacatku a konci expozice, ze kterych byla pocitana
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maximalni penetrace korozniho napadeni b&éhem expozice a stejné jako hmotnostni Ubytky
zahrnuje i pogateéni rychlou fazi napadeni. Cast kfivky v Serveném ramecku je ustaleny stav
penetrace na konci expozice.
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Obr. 20 Zaznam z rezistometrické sondy (1. cyklus; sterilni SBPOW pfi T as), zelené body na pocatku
a na konci, mezi kterymi byla pocitAna maximalni penetrace a v Cerveném ramecku ustélena
penetrace do materialu na konci expozice

SEM HV: 20.0 kV WD: 6.14 mm |

View field: 43.7 pm Det: SE ‘ 10 ym
SEM MAG: 4.96 kx Date(m/dly): 08/10/17

SEM HV: 20.0 kV WD: 5.99 mm |

View field: 43.4 pm Det: SE 10 ym
SEM MAG: 5.00 kx | Date(m/dly): 08/10/17

Obr. 21 Obrazky se SEM po expozici ve sterilnim SBPOW (1. cyklus); Tias (vlevo) a 40 °C (vpravo)
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SEM HV: 20.0 kV WD: 11.76 mm SEM HV: 20.0 kV WD: 11.93 mm

View field: 217 pm Det: SE ‘ 50 ym View field: 43.3 pm Det: SE ‘ 10 ym
SEM MAG: 1.00 kx |Date(m/dly): 08/10/17 SEM MAG: 5.00 kx | Date(m/d/y): 08/10/17

Obr. 22 Obrazky se SEM po expozici v SBPOW inokulovaném vodou Vita (2. cyklus) pfi Tias; mensi
zvétseni (vlevo) a vétsi (vpravo)

SEM HV: 20.0 kV WD: 13.66 mm

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

Obr. 23 Obrazky se SEM po expozici v SBPOW inokulovaném vodou Vita (2. cyklus) pfi 40 °C; menS§i
zvétseni (vlevo) a vétsi (vpravo)

SEM HV: 20.0 kV WD: 13.99 mm |

View field: 43.9 pm Det: SE ‘ 10 ym
SEM MAG: 4.94 kx |Date(m/dly): 08/10/17

Povrch vzorkl po expozici ve steriinim SBPOW (1. cyklus) ukazuje Obr. 21. ,Green rust” ma
pfi TLag jeSté jehlicovou morfologii, zatimco pfi 40 °C se jiz sbaluji do kulovitych zrn. Kulovita
zrna ma i magnetit pozorovany v obou zku$ebnich roztocich na 70 °C. Na Obr. 22, resp.
Obr. 23 je uveden povrch oceli po expozici v inokulovaném SBPOW (2. cyklus) pfi Tiag, resp.
40 °C. Pri laboratorni teploté je povrch pokryt rovnomérné bakteriemi (vlevo), které vzajemné
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prorustaji se vznikajicimi koroznimi produkty (vpravo). Pfi 40 °C jsou na povrchu shluky
bakterii (vlevo) a povrch je pokryt nerovnomérné, bakterie jsou €asto pokryty koroznimi
produkty (vpravo). Tyto vysledky jsou v souladu s mikrobiologickym rozborem média po
expozici. Bakterie vyskytujici se ve vodé Vita maiji optimum rdstu pfi nizkych teplotach, proto
proliferovaly pfi Tiag, ale pfi vy8Sich teplotach nikoli. VytéZzky DNA v pfipadé teplot 40 °C a
70 °C byly pod mezi detekce.

Obr. 24 uvadi zaznamy zrezistometrickych sond v 1. a 2. cyklu. Vysledky jsou pak
porovnany v nasledujicim Obr. 25. Hmotnostni Ubytky jsou primérnym rovnomeérnym
koroznim ubytkem na celé ploSe vzorku, zatimco metoda rezistometrie ukazuje korozni
rychlost v misté nejrychleji korodujicim. Pfidavek inokula do SBPOW zpusobil tedy zvyseni
korozni rychlosti jak rovhomérné (hmotnostni Ubytky), tak lokalizované (rezistometrie).
Inokulace nezpUsobila zadné vyrazné zmény ve slozeni prostfedi a bakterie pravdépodobné
pusobi hlavné jako mechanicka pfekazka pro vznik kompakini ochranné vrstvy koroznich
produktl, proto byl pozorovan vliv inokulace i pfi teplotach 40 a 70 °C, kdy bakterie jiz nebyly
zivotaschopné. Zajimavy je pokles rovnomeérné korozni rychlosti 40 °C. Sbalovani koroznich
produktd do kulovych zrn evidentné vede ke tvorbé& kompaktnéjsi vrstvy koroznich produktu,
zatimco lokalizovana koroze v pérech vykazuje standardni Arrheniovskou zavislost na
teploté.

Porovnani vysledkl sterilnich testd v plivodnim slozenim roztoku SBPOW s roztokem bez
dusiénant je zobrazeno na Obr. 26 a Obr. 27. Vroztoku bez dusiénand dochazi
pravdépodobné ke tvorbé& méné stabilni vrstvy koroznich produktd, coz vede na jednu stranu
ke zvySeni rovhomeérné korozni rychlosti, ale na druhou stranu ke zvySeni poctu aktivnich
mist a rozdéleni aktivni koroze na vétSi plochu, nasledkem ¢ehoz je lokalizované napadeni
v roztoku bez dusi¢nanu nizsi.

Pfiklady pozorovaného chovani povrchu pfi méfenich impedancéni spektroskopie jsou
uvedeny na Obr. 28 a Obr. 29. Rozhrani se pfi 70 °C zpoc€atku chova jako porézni vrstva.
Stejné chovani ma povrch pfi 40 °C a Twas po celou dobu expozice. Po nékolika dnech
expozice na 70 °C dochazi k uzavieni poéri na povrchu a oddéleni kompaktni vrstvy
magnetitu ve spektru do vysSich frekvenci. Povrch snizuje svou pérovitost s Casem ve vSech
pfipadech, jak ukazuji zvySujici se hodnoty odporu proti pfenosu naboje Rcr (Obr. 30) a
kapacity elektrické dvojvrstvy Cp. (Obr. 31) pfi Trag @ 40 °C. Cp. se pfi 70 °C zvySuje
z duvodu velké vodivosti magnetitu. Do tvorby elektrické dvojvrstvy se tak zapojuje cely
zveétSujici se povrch vznikajiciho magnetitu.
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Obr. 24 Zaznam rezistometrickych sond z 1. (sterilni SBPOW) a 2. cyklu (SBPOW inokulovany vodou
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Obr. 25 Porovnani vysledkl z hmotnostnich abytkt a rezistometrickych sond po 1. (sterilni SBPOW) a
2. cyklu (SBPOW inokulovany vodou Vita)
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Obr. 26 Zaznam rezistometrickych sond z 1. (sterilni SBPOW) a 3. cyklu (steriini SBPOW bez
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Obr. 27 Porovnani vysledki z hmotnostnich tbytkt a rezistometrickych sond po 1. (steriini SBPOW) a
3. cyklu (sterilni SBPOW bez dusi¢nanti)
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Obr. 28 Impedancni spektrum ve sterilnim SBPOW pfi 70 °C po 1 dni expozice; nahore ekvivalentni
obvod pro fittovani spektra
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Obr. 29 Impedanc¢ni spektrum ve steriinim SBPOW pfi 70 °C po 116 dnech expozice; nahore
ekvivalentni obvod pro fittovani spektra
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4.2.2 Kratkodobé laboratorni testy

Na Obr. 32 jsou uvedeny hodnoty pH zku$ebnich roztok(. pH po pfidavku alkalizujiciho
sulfidu sodného nebylo prozatim kompenzovano pfidavkem kyseliny a byl studovan pouze
vliv hydrogensulfidovych aniontl. Experimenty s kompenzovanym pH budou jesté
provedeny. Pfidavek sulfidu sodného ved| k vyraznému zvySeni pH az na hodnoty vysSi nez
12. Oxidacné-redukeéni potencial (En) vykazoval zna€nou zavislost na obsahu dusi¢nanu
v roztoku, viz Obr. 33. V roztoku SBPOW bez dusi¢nanl doSlo k poklesu az na hodnoty
kolem 0 mV/ACLE. | absence siranli vedla k dalSimu poklesu En, cca o 300 mV. Celkovy
pokles po pfidavku sulfidu sodného byl cca 600 mV, ale cca 300 mV je zpusobeno skokovou
sménou pH. Samovolny korozni potencial (Exor) neni zménou prostfedi vyznamné ovlivnén
(Obr. 34). K vyraznému poklesu dochazi az po pfidavku sulfidu sodného, coz je ale oviem
opét pouze vliv zmény pH. Vyrazny vliv sloZzeni na En a souCasné zadny vliv na Exor
naznacuji, ze se dusi¢nany vyrazné neuplatfiuji v koroznim déji. Vyhodnoceni Tafelovych
konstant (Obr. 35) ukazuje na vyrazny vliv dusi¢nanut pfi teploté 70 °C, kdy dochazi k tvorbé
velmi kompaktni vrstvy magnetitu a omezeni anodického rozpousténi. Nicméné prestoze
zmény v prostfedi vykazuji urcité trendy vlivu na dil€i kroky korozniho mechanismu,
z globalniho hlediska je korozni rychlost mald a polarizaéni odpor (Re) nevykazuje na
zménach prostiedi zadny vyrazny trend (Obr. 36).

13.00
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11.00
10.00
PH 900

8.00

7.00

-

00 - . d
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Obr. 32 Hodnoty pH jednotlivych zkuSebnich roztokd
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Obr. 33 Hodnoty Ej, jednotlivych zkuSebnich roztokd
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Obr. 34 Samovolné korozni potencialy oceli v jednotlivych zkuSebnich roztocich
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Obr. 36 Polarizacni odpory (Rp) stanovené v jednotlivych zkusebnich roztocich

4.3 Zaver

PFitomnost bakterii v roztoku pfi provedenych experimentech neovliviiovala slozeni roztoka.
Korozni produkty byly stejné v roztoku sterilnim, stejné tak jako v inokulovaném. ZvySeni
korozni rychlosti bylo zplusobeno hlavné mechanickym branénim bakterii, proti vytvoreni
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kompaktni vrstvy koroznich produktt, coz nasledné vedlo ke zvySeni celkové i lokalizované

korozni rychlosti.

Absence dusic¢nanu ve sterilnim SBPOW vedla ke snizeni stability vrstvy koroznich produktu,
coz se projevilo zvySenim rovnomérné korozni rychlosti, ale na druhou stranu rozlozeni
korozniho napadeni na vétsi plochu pak vedlo ke snizeni lokalizace napadeni. Pfestoze pfi
kratkodobych testech se ukazal vliv dusi¢nant na jednotlivé déje v koroznim mechanismu,
tak celkovy vliv na elektrochemické méfeni korozni rychlosti nebyl prokazatelny.
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PfedloZzena zprava o feSeni dilCiho ukolu Mikrobialni koroze shrnuje vysledky analyz a
experimentu provedenych v roce 2017 a navazuje na vysledky z pfedchoziho roku.

V ramci etapy 3 byly dosavadni vysledky z PVP Bukov a ze Stoly Josef doplnény o
mikrobiologické rozbory podzemnich vod z lokality Melechov. Podzemni voda byla odebrana
ze tfi vrtd z hloubek vétSich nez 150 m. Ziskané vzorky byly analyzovany pomoci
kultivanich a molekularné-biologickych postupud (kvantitativni PCR analyza a NGS
amplikonova sekvenace oblasti 16S rRNA). Zvysledkd vyplynulo, ze mikrobialni
spoleCenstva zachycena ve v8ech tfech analyzovanych vrtech odpovidala podminkam
hlubinnych podzemnich vod. Ve v8ech tfech vrtech dominovaly anaerobni (at’ uz obligatné &i
fakultativné) mikroorganismy. Pfitomnost SRB byla potvrzena obéma pouzitymi molekularné-
biologickymi postupy — qPCR a amplikonovym sekvenovanim oblasti 16S rRNA. Zjistény
byly dale i zelezo-oxidujici bakterie a bakterie oxidujici vodik. Kultivaéni vysledky vyskyt SRB
nepotvrdily.

Ukolem etapy 4 je stanovit vliv rdznych podminek zhutn&lého bentonitu na proliferaci
bakterii. Pfi experimentech studujicich vliv hustoty kompaktovaného bentonitu na preziti
mikroorganisml bylo prokazano, Ze pfi hustoté 2000 kg.m=2 dochazi k Gtlumu mikrobialni
aktivity, zatimco pfi nizSich hustotach (1200 a 1600 kg.m™) byl zaznamenan rozvoj bakterii
nalezejicich do rodl Streptomyces a Pseudomonas. Kultivacni analyzy detekovaly viabilni
bakterie pouze v bentonitu o hustoté 1200 kg.m.

Pfi dlouhodobém experimentu studujicim preziti mikroorganisml za riznych hodnot pH
doslo k rozvoji denitrifikaCnich bakterii zpusobenému vysokym obsahem dusi¢nani
v pouzitétm modelovém roztoku syntetické bentonitové porové vody. Diky vysoké pufracni
kapacit¢ modelového roztoku syntetické bentonitové poérové vody dosSlo v prabéhu trvani
experimentu k vyrovnani hodnot pH. Pro mikrobialni inokulum pochazejici z vody Vita byla
hodnota pH 10 limitni. Ostatni vstupni hodnoty pH umoznily proliferaci mikroorganismu.

Dal3i experiment, ktery probé&hl v ramci feSeni etapy 4, bylo studium pfeziti mikrobialniho
inokula z podzemni vody Vita pfi riznych teplotach. Z vysledku vyplynulo, Zze zvy3Sené teploty
(konkrétné hodnoty 45°C a 70°C) mély negativni vliv na kultivovatelné bakterie vyskytujici se
v studované podzemni vodé. V experimentech bude pokra¢ovano v roce 2018. Pfedpoklada
se vyuziti mikroorganismd vyskytujicich se na lokalité Grimsel, které jsou adaptovany na
vySSi teploty.

V ramci etapy 5 pokraCovaly korozni experimenty na vzorcich nizkolegované oceli zapocaté
v pfedchozim roce. Experimenty probihaly v prostfedi roztoku SBPOW. Probéhly tfi cykly
téchto experimentl zahrnujici sterilni variantu bez pfidavku mikroorganismu (listopad 2016
az unor 2017), variantu inokulovanou vodou Vita (bfezen 2017 az kvéten 2017) a sterilni
variantu se snizenym obsahem dusi¢nanu (Cerven az zafi 2017). Expozice probihala ve
varnych barikach za laboratorni teploty a pfi 40 a 70 °C. Na vzorcich probihala pravidelna
impedancéni a rezistometrickda méfeni. Na konci experimentu byly vzorky vyhodnoceny
metodou hmotnostnich ubytkd a dal$imi analyzami (Ramanova spektroskopie, Rentgenova
difrakce a skenovaci elektronova mikroskopie). Zjisténé korozni produkty byly stejné v
roztoku sterilnim, stejné tak jako v inokulovaném. V pfipadé inokulované varianty byla
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zaznamenana zvysSena korozni rychlost, ktera byla zplsobena predevSsim mechanickym
branénim bakterii proti vytvofeni kompaktni vrstvy koroznich produktl. Absence dusi¢nan
ve steriinim SBPOW vedla ke snizeni stability vrstvy koroznich produktll, coz se projevilo
zvysenim rovnomeérné korozni rychlosti.

V ramci kratkodobych laboratornich experimentu byl studovan vliv zmény prostfedi na
kinetiku anodické i katodické reakce (pomoci potenciodynamickych méreni). V roztoku
SBPOW byl snizovan obsah dusi¢nant na 1/10, 1/100 a na roztok bez dusi¢nanl. Podobné
byl snizovan i obsah sirand, které byly ekvimolarné nahrazovany sulfidy ve formé
nonahydratu sulfidu sodného. Pfi téchto kratkodobych testech se prokazal vliv dusi¢nant na
jednotlivé déje v koroznim mechanismu, avSak celkovy vliv na elektrochemické méreni
korozni rychlosti nebyl prokazatelny.
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