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Vysvétleni pojmii:
16S rRNA

gen/marker pro ribozomalni RNA, ktera je soucCasti malé podjednotky prokaryotického
(bakterie, archea) ribozomu, oblast genu 16S rRNA je konzervovana a pomalu mutuje, proto
se tento gen standardné vyuZziva ve fylogenetice



Abstrakt

Cilem predlozené zpravy bylo metodicky popsat pfipravu a provedeni in-situ korozni zkousky
v PVP Bukov s materialy navrZzenymi pro ukladaci obalovy soubor. Zprava obsahuje popis
aparatury, postupu charakterizace rozrazky, postup charakterizace vstupnich materiald,
pFipravu a instalaci experimentu, navrh planovanych analyz vzork(i a zhodnoceni nejistot.

Klicova slova

Metodika, PVP Bukov, in-situ korozni zkouska, koroze, materialy UOS, bentonit

Abstract

The aim of the report was to methodically describe the preparation and implementation of an
in-situ corrosion experiment with materials of Czech canister concept at the Bukov URF. The
report contains a description of the apparatus, the characterization procedure of tunnel, the
materials characterization procedure, description of preparation and installation of the
experiment, description of the planned analyzes and the uncertainties of the experiment.

Keywords

Methodology, Bukov URF, in-situ corrosion experiment, corrosion, canister materials,
bentonite



1 Uvod

Koncept ukladacich obalovych soubor(i (UOS) pro vyhorelé jaderné palivo v CR je zaloZen na
pouziti oceli s akceptovatelnou korozni rychlosti, které zaru¢i poZzadovanou Zivotnost. UOS je
navrzen s vnéjSim obalem z uhlikové oceli o definovaném chemickém slozeni, pevnosti
a s jemnozrnnou strukturou (témto pozadavkim vyhovuje napf. ocel S355J2H+N). Vnitini
pouzdra jsou navrzena pro jednotlivé palivové kazety z korozivzdorné oceli 316L. Tedy pro
VJP z EDU bude sedm vnitfnich pouzder a pro ETE tfi vnitfni pouzdra. Alternativné je stale
zvazovana varianta s jednim vnitfnim pouzdrem z korozivzdorné oceli.

Pro ovéfeni navrzeného konceptu je potfeba provedeni Sirokého spektra experimentalnich
praci s navrzenymi kovovymi materialy, ale zaroven i ovéfeni vlastnosti navrzeného bentonitu.
V ramci pfedchazejicich vyzkumnych praci jiz byla ovéfena fada vlastnosti navrZzenych
materiall, ale obdrzené vysledky je tfeba doplnit i o vysledky in-situ koroznich zkousek, které
nelze zcela nahradit pouze laboratornim vyzkumem.

V ramci projektu Pilotni korozni experiment v PVP Bukov bude proto provedena dlouhodoba
korozni zkoudka s materidlem navrZzenym pro konstrukci vnéjsiho obalu UOS v PVP Bukov
a zaroven pro srovnani s médi Cu-OF. Pfedlozeny dokument shrnuje metodicky postup, ktery
bude v ramci tohoto projektu uplatnén pro provedeni korozni zkousky.
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2 Koncept provadéni koroznich experimentu
v prostredi PVP Bukov

2.1 Charakterizace rozrazky v PVP Bukov a vybér mist pro vrty

Na vybrané lokalité v PVP Bukov probéhnou geologické charakterizaéni prace zkuSebni
komory ZK-3J a blizkého okoli. Dokumentace bude zaméfena na strukturni popis rozrazky —
vyskyt, rozsah a vztah poruch a jednotlivych puklinovych systému, dale na petrograficky popis
— zastoupeni jednotlivych horninovych typu a jejich popis. Na zakladé téchto terénnich dat
bude sestaven 3D geologicky model rozrazky v softwaru MOVE verze 2020.1 (Petroleum
Experts) na podkladu fotogrammetrického modelu sestaveného v programu Agisoft
Metashape (Agisoft LLC). V 3D modelu budou vyneseny jednotlivé dokumentované prabéhy
puklin, zlomu a foliaci, jejich zakon&eni, dale rozsah jednotlivych horninovych typl. Jednotlivé
pukliny budou extrapolovany za rozsah komory tak, aby poskytly pfedstavu o porudeni
horninového masivu v jeho nejbliz§im okoli pro planovani vrtnych praci. Na zakladé tohoto
modelu bude ve spolupraci s ostatnimi fesiteli planovano rozloZeni vrtnych praci s vizualizaci
jejich pribéhu.

Pro petrograficky popis zkuSebni komory budou zhotoveny vybrusy (nékolik s ohledem na

pocCet zastizenych horninovych typt), které budou popsany metodami optické mikroskopie
a v pfipadé, Ze to bude nezbytné, také pomoci elektronové mikroskopie.

2.1.1 Lokace a orientace experimentalnich vrtu

S ohledem na nedostupnost dat z polvy a rohl rozrazky, bude realizovan uzkoprofilovy
charakteriza¢ni vrt, zejména pro upfesnéni pribéhu poruch smérem do hloubky horninového
masivu. Umisténi charakterizaCniho vrtu bude realizovano tak, aby bylo mozné validovat data
ziskana ze stén zkuSebni komory (ovéfeni prub&hu poruch), minimalizace ovlivnéni
naslednych experimentalnich vrtl a ur€eni vhodné hloubky vrtani. Vrt bude o priméru 76 mm
(jadrové vrtani), aby bylo mozné provadét karotazni méfeni. Navrzena hloubka bude uréena
na zakladé 3D strukturniho modelu a nutnosti ovéreni strukturnich prvkd (navrzena hloubka
cca 12 m).

Pro zjisténi orientace jednotlivych poruch budou provedena vybrana karotazni méfeni (napf.
televizni kamera, ABI, OBI, inklinometrie, kavernometrie). Po vyhodnoceni dat z ABI/OBI
budou naméfené orientace poruch vyneseny do 3D strukturné geologického modelu
a validovany s daty ziskanymi ze stén v komore ZK-3J.

Dalsim cilem charakterizaCniho vrtu bude ovéfeni metodiky C¢isténi vrtu, cerpani
a minimalizace mikrobialni kontaminace (sterilizace vrtu a instrumentace). Po odvrtani
charakterizacniho vrtu bude provedena geologicka dokumentace vrtného jadra, dikladné
vycisténi (sterilizace vrtu) a zajisténa pfirozena obnova podzemni vody (opakované €erpani,
obnova podzemni vody, ustaleni podminek).

Po vycisténi vrtu a dosazeni pfirozené obnovy podzemni vody bude provedeno
hydrochemické profilovani pro sledovani podminek ve vrtu a ur€eni moznych pfitokd do vrtu
(vodivé struktury). Méfeni bude dale zaméfeno na rychlost ustalovani podminek, pfedevsim
pak méfeni obsahu kysliku (O2) a oxidacné — reduk&niho potencialu (ORP). Elektrochemické
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sondy budou instalovany do vybrané hloubky a bude proveden dlouhodoby zaznam méfenych
parametru.

Po provedené charakterizaci a zhodnoceni podminek prostfedi bude lokace vrtd stanovena
na zakladé vybranych kritérii. Sou¢asné bude hodnocena vaha jednotlivych kritérii s ohledem
na cile projektu. Nutno podotknout, ze néktera kritéria a pozadavky jdou proti sobé. Vzdalenost
a geometrie mezi vrty bude volena tak, aby byly =zajiStény podobné podminky
v experimentalnich vrtech (moznost srovnani) a sou¢asné nebyly vzorky navzajem ovlivnény.
V uvodni ¢asti proto bude proveden zakladni tepelny model Sifeni tepla a reSerSe zaméfena
na vzajemné ovlivnéni/ovlivnéni studovanych moduld. Vhodné feSeni je pak nezbytné urcit na
zakladé urceni priorit dle pozadavk( zadavatele.

Hlavni posuzovana kritéria:

I.  Mikrobiologie

I. Geochemie - hydrochemie

II. Geologie - strukturni geologie

. Vliv teploty

IV. Technické / technologické kritérium

Vysledkem bude ur€eni vhodné lokalizace, geometrie a stanoveni hloubek pro provedeni
11 vrtd. Navrh na provedeni vrtd bude predan na SURAO k odsouhlaseni.

2.1.2 Realizace experimentalnich vrta

Na zakladé charakterizace zkusebni komory a okoli, vysledkl méfeni v charakterizaénim vrtu
a zhodnoceni dalSich kritérii (technologické, mikrobiologie, geochemie, vliv teploty) budou
navrzeny a predloZeny varianty vhodnych pozic pro umisténi experimentalnich vrtd. Pro
experimenty bude odvrtano 11 vrtd o priméru 90-250 mm v zavislosti na finalni podobé
koroznich modull (po odsouhlaseni zadavatelem). Primér bude volen s ohledem na
bezpecné zapousténi, sou¢asné s ohledem na pozadovany objem vody v okoli modull
a nasledny dismantling.

Hloubka vrti bude zaviset na geologickych (strukturnich) a na hydrochemickych podminkach
ve vrtech. Po realizaci charakterizaCniho vrtu 76 mm bude provedeno vyc¢isténi vrtu, pfirozena
obnova podzemni vody a vrt bude utésnén (obturatorem). Nasledné bude provedeno
opakované hydrochemické profilovani a odbér mikrobiologickych vzork( pro sledovani vyvoje
ustalovani pfirozenych podminek ve vrtu. Planovana hloubka experimentalnich vrtd bude
vychazek z vysledkd monitoringu hydrochemickych parametrd ve vrtu S-18 (z rozrazky ZK-
3S), z méfeni v charakterizaCnim vrtu (hydrochemie, karotdz, apod.) a geologické
charakterizace komory. Podminky budou nasledné validovany s hydrochemickym méfenim
v charakterizacnim vrtu (76 mm).

Vrtné prace budou probihat na zakladé vypracované projektové dokumentace "Realizace
zkuSebnich vrtd v rozrazce ZK-3J". Dokumentace bude zahrnovat popis lokality, postup
a pozadavky vrtnych praci, technologicky postup vrtani, vybér pouzité technologie, systém
znaCeni a orientace vrtnych jader, povinnosti dodavatelu a;.

Vrtné prace budou provadény jadrovym vrtanim s vodnim vyplachem pomoci diamantovych
korunek (standardnimi priméry). Pfed vrtanim bude instrumentace dikladné ocisténa
a dezinfikovana. Pro chlazeni a vyplach bude vyuzivana anaerobni podzemni voda z vrtu

12



S-1, ktera svym slozenim reflektuje slozeni podzemni vody v oblasti PVP Bukov a je k dispozici
v dostate¢ném mnozstvi. Voda bude nacerpavana do pfipravené nadrze a pres pratocny filtr
vyuzivana pro chlazeni vrtné korunky. Pfed zahajenim vrtnych praci bude provedeno &isténi
vrtnych korunek/trubek pomoci tlakové vody s obsahem sterilizaéniho pfipravku. Béhem
vrtnych praci bude kladen dlraz na Cistotu a pfesnost praci s ohledem na minimalizaci
pfipadné kontaminace vrt(.

V préib&hu vrtnych praci bude provadén vrtny dohled a veden vrtny denik dle $ablony SURAO.
Vrtna jadra budou s maximalni pfesnosti umisténa do jadrovnic, formatovana a nasledné
detailné zdokumentovana (viz kapitola 2.2.1)

Po odvrtani budou vrty dikladné vycistény, stény vrtu dezinfikovany, vrty opakované
vyCerpany a nasledné ponechany pfirozenému zaplnéni a ustaleni podminek.

2.2 Charakterizace vrtu

2.2.1 Geologicka charakterizace

Po odvrtani vrtnych jader budou v3echna jadra detailné zdokumentovana a pro kazdé jadro
bude zhotovena vrtna kolonka. Pokud to bude mozZné, budou jadra naskenovana skenerem
vrinych jader (DMT Core Scan 3). Vrtna kolonka bude sestavena v jednom ze
specializovanych softwart (LogPlot, CoreScan nebo WellCAD). Kazda vrtna kolonka bude
obsahovat obraz celého vrtného jadra, dokumentované poruchy (pukliny, zlomy, véetné
charakteru jejich vyplné), zastoupené horninové typy. Pro popis horninovych typu budou
odebrany vzorky z vrtnych jader pro jejich detailn&ji charakteristiku pomoci petrologickych
vybrusu, které budou popsany metodami optické mikroskopie a v pfipadé, Ze to bude
nezbytné, také pomoci elektronové mikroskopie. Ziskana data budou zaméfena na
zhodnoceni geologickych fenoménu zastizenych vrt, podrobny popis zastizenych
horninovych typu a charakteristiku zastizenych poruch.

Po odvrtani charakterizacniho vrtu (76 mm) bude provedena karotaz vrtu (ABI/OBI televize)
pro ur€eni hlavnich poruch ve vrtu. Na zakladé vysledkd bude validovan 3D geologicky model
a navrzena lokace a hloubka experimentalnich vrtd (11 vrtd).

2.2.2 Zhodnoceni podminek ve vrtech

Po odvrtani a vycisténi experimentalnich vrtd (1-10) bude provedeno stanoveni hladiny
podzemni vody ve vrtech, pfitokd vody do vrtll a méfeni teploty vody ve vrtech. Na zakladé
hydrochemického profilovani (multiparametrickou sondou) budou stanoveny podminky
a vertikalni sloZeni pozemni vody (Eh, O, pH, konduktivita). Na zakladé hydrochemického
profilovani budou z vybranych hloubek napf. poruchové zény, odebrany vzorky podzemni vody
pro hydrochemickeé analyzy.

Soucasti charakterizace bude i odbér mikrobiologickych vzorkl pro sledovani pfipadné
kontaminace a studium vyvoje mikrobiologickych komunit. Vzorky budou odebrany za
sterilnich podminek z vybranych hloubek pomoci podtlakové filtrace (viz kapitola 4.10)

Po provedeni zakladnich odbérd budou vrty uzavieny mechanickymi obturatory (pakry),
ponechany k ustaleni hydrochemickych podminek a bude sledovan vyvoj obsahu O, a Eh
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podminek. V prubéhu ustalovani budou odebirany vzorky vody a sledovany zakladni
hydrochemické parametry ve studovaném intervalu. DalSi pozornost bude zaméfena na
testovani vlivu odbéri vzorkG vody z uzavienych intervald na zmény hydrogeologickych,
hydrochemickych podminek a reakce mikrobiologickych komunit. Na zakladé téchto testu
bude optimalizovano odbérové schéma s cilem minimalizovani vlivu odbérl na ustalené
podminky a jejich zachovani.

Na zakladé vysledku analyz podzemnich vod a provedenych méfeni bude hodnocen stav ve
vrtech a pfipadné budou opakovana méfeni. Hodnoceni bude provadéno na zakladé fyzikalné-
chemickych parametri a zaroven s ohledem na vyvoj mikrobialniho osidleni ve studovanych
vrtech. Casovy vyvoj bude priib&zné konzultovan se SURAO, aby bylo pfipadné mozné
adekvatné reagovat na vyvoj situace. Cilem je dosaZeni ustaleného stavu systému. Pokud by
se situace vyvijela tak, ze budou stale jeSté vyznamné zmény v systému a zaroven bude hrozit
prekrodeni termind harmonogramu, bude dal$i postup fe$en se SURAO.

V pfipadé, Zze v ustdleném stavu bude dle smlouvy S02020-086 koncentrace kysliku
v podzemni vodé jednotlivych vrtd vice nez 1 % a v €ase nebude koncentrace kysliku dale
klesat, tak bude experiment ukoncen.

Vystupem bude zprava Charakterizace rozrazky v PVP Bukov.
2.2.3 Charakterizace podzemni vody pred instalaci experimentu

Charakterizace podzemni vody pfed samotnou instalaci bude provadéna za uéelem zjisténi
elektrochemickych parametrti pH, oxidaéné redukéniho potencialu, vodivosti a zbytkového
kysliku, jehoz hodnota musi byt pfed samotnou instalaci pod 1 %. Déale budou odebirany
vzorky podzemnich vod pro hydrochemické analyzy a mikrobiologické analyzy pro urceni
pocatecniho stavu systému. Odbéry podzemnich vod pro nasledné analyzy budou provedeny
v hloubce pfedpokladaného umisténi koroznich sestav tak, aby byl minimalizovan vliv na
sledovany systém, tedy odebrané mnozstvi bude minimalizovano na objemy nutné pro
analyzy. Pfiprava aparatury pro odbér podzemnich vod bude v souladu s mikrobiologickymi
pozadavky viz nize. V ramci mikrobiologickych analyz bude vyuzito mikrobiologické hloubkové
profilovani v charakterizaCnim vrtu a doplnujici odbéry pro mikrobiologickou charakterizaci
okoli rozrazky. Celkem bude vyhodnoceno 10 vzorku, z toho 7 vzorkd z charakterizaéniho vrtu
a 3 vzorky z okolnich zdroji podzemni vody. V pfipadé charakterizacniho vrtu bude prvni
vzorek odebran bezprostfedné po vycisténi, vy&erpani a opétovném pfirozeném nastoupeni
hladiny vody ve vrtu. Pfi vrtani i €iSténi charakterizacniho vrtu bude z didvodd minimalizace
problematickych mikrobialnich kontaminaci vyuzita voda z vrtu S1 a zaroveri veSkeré odbéry
probéhnou s dlkladné sterilizovanou instrumentaci (chemicky - FreeBact, Xinix Cci
autoklavovanim), coz je z hlediska navaznych mikrobiologickych analyz nezbytné. Nasledné
bude probihat ustalovani podminek ve vrtu. Jakmile budou podminky ustalené, dojede
k odebrani trojice vzorkl z hloubek 2, 4 a 6 m. Poté bude vrt zapakrovan a posledni odbér (ze
stejnych hloubek) probéhne v dobé&, kdy ve vrtu poklesne hladina kysliku pod méfitelnou
uroven. Postup odbéru vzorku viz kapitola 4.10. Postup zpracovani vzorku viz kapitola 4.15.3.
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2.3 Obecny popis provedeni korozni zkousky

Korozni zkouska v PVP Bukov je ideové myslena k ovéFeni vlastnosti vybranych materiald pro
Cesky koncept ukladaciho obalového souboru (UOS), ktery je zaloZen na vnéjSim obalu
z uhlikové oceli a vnitinich pouzdrech z korozivzdorné oceli pro jednotlivé palivové kazety.
Vnitfni pouzdra z korozivzdorné oceli budou tfi pro palivo z reaktoru typu VVER1000 a sedm
pro palivo z reaktort VVER440. Jde tedy o koncept, kdy uhlikova ocel tvofi vnéjsi kovovy obal
ukladaciho obalového souboru a je ochrannou bariérou pro obdobi, kdy zvySena povrchova
teplota UOS zvy3uje riziko lokalizované koroze vnitfnich pouzder z korozivzdorné oceli.
Podminky, za kterych bude korozni zkouSka provedena, jsou voleny tak, aby byly na strané
konzervativniho feSeni tedy: korozni zkousSka bude probihat pfi zvySené teploté za
anaerobnich podminek. Prostfedi je voleno tak, aby simulovalo pfedpokladané podminky
v hlubinném ulozisti (HU) po cca 100 letech od ulozeni UOS. Korozni vzorky budou umistény
do kompaktovaného bentonitu ¢eského plvodu a pro srovnani vysledkl i do bentonitu typu
Wyoming. Cesky kandidatni bentonitovy material je z loziska Cerny vrch, ozna¢ovany jako
BCV 2017 zkracené BCV (materialovy list viz Pfiloha 1). Jako referen¢ni bentonitovy material
byl zvolen BARA KADE® 200 mesh (materialovy list viz Pfiloha 2), oznacovany dale jako
BARA KADE. Kromé oceli navrzenych pro ¢esky koncept UOS bude pouzita pro srovnani
v experimentu i méd Cu-OF, ktera je akcentovana v jinych konceptech, a bude tak ovéfovana
za stejnych podminek jako uhlikova ocel.

Priprava experimentu bude probihat v laboratornich podminkach s finalni fazi v rukavicovych
boxech, kde bude za anaerobnich podminek provedeno pfedsyceni vzorkdl pro minimalizaci
intruze kysliku do modulll se vzorky v pribéhu instalace do vrtd. Transport modult se vzorky
do PVP Bukov bude probihat pod argonovou atmosférou, aby se zamezilo pfistupu kysliku
k modulim.

Vrty, do kterych budou instalovany moduly se vzorky, budou po odvrtani utésnény
mechanickymi obturatory a bude provadéno monitorovani podzemnich vod ve vrtech.
Po ustaleni podminek chemickych i mikrobiologickych bude provedena instalace moduld. Pri
instalaci modultl bude minimalizovan ¢as, kdy budou moduly vystaveny vzdusnému kysliku.
Moduly budou umistény pod vzorkovacem podzemnich vod a vrty budou utésnény opét
mechanickym obturatorem. Skrz obturatory budou vyvedeny kabely a kapilary od vzorkovace.
Po instalaci sestav do vrtd bude provedeno zapojeni Cidel teploty a topnych patron
do rozvadécl vytapéni. Topeni bude regulovano na 70 °C v pozici umisténi vzorkd. Tato
teplota je volena s ohledem na pokles teploty v ase po obdobi, kdy nejsou davkové pfikony
na povrchu UOS zanedbatelné (cca 100 let od uloZzeni UOS ). Zaroven ma korozni zkouSka
simulovat anaerobni fazi vyvoje ulozisté pfi zvySené teploté, tedy neuvazujeme teploty
k hrani¢nim 95 °C na rozhrani UOS bentonit po ulozeni UOS, nebot’ pfedpokladame v tomto
obdobi aerobni podminky s vlivem ionizujiciho zafeni na systém.

Regulace teploty bude vzdalené monitorovana a bude jiténa bezpe€nostnimi prvky proti
nekontrolovatelnému ohievu. Kromé toho budou monitorovany i vypadky elektrické sité, aby
bylo mozné v dostatecné kratké dobé reagovat na tyto udalosti.

V pribéhu celého experimentu bude provadéno monitorovani podzemnich vod s periodou,
ktera bude zaviset na vyvoji podminek ve vrtech. Pfedpokladame, Ze po zahajeni experimentu
bude perioda 3krat do roka a nasledné se bude snizovat, aby se minimalizovaly zasahy
do systému (za predpokladu ustalenych podminek).
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Korozni zkousky budou po jejich zahajeni probihat po dobu 1, 3, 5, 7 a 10 let. Po jejich
ukon&eni budou moduly pfevezeny pod argonovou atmosférou do rukavicovych boxu, kde
bude provedena jejich demontaz. Kovové vzorky v€etné vzorkd bentonitd budou
v rukavicovych boxech pfipraveny pro nasledné analyzy.

Po provedeni analyz bude provedeno jejich vyhodnoceni a zpracovani ve formé technickych
Zprav.
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3 Podrobna projektova dokumentace

3.1 Navrh modult

Schéma modulu je zobrazeno na Obr. 1.

Obr. 1 Navrh moduld pro korozni zkousku v PVP Bukov

VSechny dily modulu budou vyrobeny z korozivzdorné oceli. Zaklad jednotlivych moduld tvori
trubka na topnou patronu o vnéjSim priméru 33 mm, na kterou bude navleceno viko o tloustce
15 mm a vnéjSim prameéru 125 mm. Na trubku budou postupné navilékany Sestithelnikové
bentonitové segmenty o vySce 25 mm, které budou pfedem nalisovany pomoci vyvinutého
lisovaciho pfipravku. Nejdfive budou navle€eny vnitini Sestiuhelniky (Sitka 58 mm), do kterych
budou pfedem vyfrézovany otvory a do nich vsazeny korozni vzorky o priméru 10 mm
a tloustce cca 2,5 mm. V kazdém “patie” tedy mize byt umisténo az 6 vzorkd. Hloubka
frézovani bude upravena podle skute¢nych rozméru jednotlivych koroznich vzorkd. Na vnitfni
Sestithelniky budou poté nasazeny Sestiuhelniky vnéjsi (vnéjsi pramér 113 mm). Rozméry
bentonitovych segmentd jsou voleny tak, aby vnitini lic korozniho vzorku byl umistén ve
vzdalenosti 10 mm od povrchu trubky na topnou patronu. Po vyskladani viech pater modulu
budou bentonitové segmenty obaleny jemnou filtraéni tkaninou z korozivzdorné oceli (mesh
322 x 1900), ktera zafixuje bentonit uvnitf modulu, a poté hrubou tkaninou (mesh 24 x 110),
ktera bude napomahat rozvodu vody po obvodu modulu. Vnéjsi povrch modulu bude poté
uzavien plastém z ohybaného dérovaného plechu (vnéjsi primér 119 mm). Na stfedovou
trubku bude navle€eno dno o tloustce 15 mm a vnéjSim primeéru 125 mm, pomoci matice M33
bude dno utaZeno a tim bude cely modul uzavfen. Pfiruba trubky na topnou patronu bude
pomoci TIG svafovani nebo stfibrné pajky utésnéna oproti viku. Modul bude nasledné po
obvodu stazen nerezovymi sponami W4 se Sitkou pasku 12 mm, aby bylo jisté, Ze nedojde
k deformaci plasté vlivem vybobtnani bentonitu.
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Po smontovani modulu budou skrz diry ve viku vyvrtany otvory, do kterych budou vsazeny
monitorovaci snimace teploty se senzorem Pt100/Pt1000. Budou pouzity dvé délky snimac
(délka méfici ¢asti 60 mm a 160 mm) tak, aby vZzdy jeden snima& monitoroval teplotu v horni
tfetiné modulu a jeden v dolni tfetiné modulu. Osové symetricky budou umistény snimace
zalozni, které budou pouzity v pfipadé vypadku snimaci hlavnich. Radialni umisténi snimacu
je voleno na rozte¢né kruznici shodné s koroznimi vzorky. Zavity snimact budou utésnény
stfibrnou pajkou.

Do téla trubky na topnou patronu budou poté vsazeny fFidici snimace teploty (stejné jako
v pfipadé monitorovacich snimacu dvojice hlavni + zalozni) se senzorem Pt100/Pt1000
o délce 140 mm a topna patrona (prumér 14,5 mm, délka 247 mm, vykon cca. 300 W). Pro
lepSi pfenos tepla bude pouzita teplovodiva pasta.

Po osazeni Cidel bude do drazky ve viku vsazen spojovaci svafenec nipl-spojovaci plech-
spojovaci trubka, ktery bude pomoci TIG svafovani spojen s vikem.

3.2 Navrh vzorkovace

Schéma vzorkovace vody je zobrazeno na Obr. 2.

Obr. 2 Navrh vzorkovace pro odbér podzemnich vod

Zaklad vzorkovace tvofi trubka z korozivzdorné oceli o vnitfnim prdméru 56 mm, vné&jSim
praméru 70 mm a délce 400 - 500 mm. Délka byla zvolena tak, aby bylo dosazeno optimalniho
poméru odebiraného vzorku vuci objemu vody v zapakrovaném intervalu. Trubka bude na
obou koncich opatfena vnitfnimi zavity G 2“ pro pfipojeni k pakru a ke koroznimu modulu.
Tésnéni obou zavitd bude z divodu rozebiratelnosti a eliminaci pouziti plasti provedeno
pomoci olovéné félie. Ve sténé trubky budou pfipraveny zavitové pruchodky G 1/8” pro
pFipojeni Sroubeni na kapilary. Sroubeni budou po dotazeni k vzorkovaci zatésnéna stfibrnou
pajkou. Sroubenim budou nasledné& provleéeny kapilary, které budou pomoci ferulek utésnény.
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Horni kapilara bude slouzit pro pfivod vytlaéného plynu, spodni kapilara bude slouzit pro odvod
vzorkované vody. Obé kapilary budou opatfeny ventily, které zaruéi tésnost v dobé mezi
vzorkovanimi. Ve sténé vzorkovate bude dale pfipraven otvor pro vsazeni pravouhlého
snimace teploty se senzorem Pt100/Pt1000 a pfipojovacim zavitem M8, ktery bude zvnéjSku
vzorkovace upevnén pomoci matice. Matice bude poté zajisténa pomoci stfibrné pajky.

3.3 Ostatni €asti systému

Pro regulaci ohfevu systému bude vyroben rozvadéc¢ vytapéni, ktery bude splfiovat vyhlasku
CBU &.22/1989 Sb. v platném znéni, vyhlasku CBU ¢&.75/2002 Sb. v platném znéni a platné
CSN, zakon &. 22/1997, nafizeni vlady &. 17/2003, bude provedena vychozi revize. Bude
vypracovana projektova dokumentace elektro projektantem potvrzenym bariskym ufadem.
Stupen kryti rozvadéce vytapéni bude minimalné IP 44.

Rozvadéc vytapéni bude osazen deseti regulatory teploty s polovodi¢ovymi relé. Pomoci nich
bude udrzovana stabilni teplota v trubce s topnou patronou, ktera bude nastavena na takovou
hodnotu, aby na vzorcich bylo 70 °C. Kontrola teploty na vzorcich bude provadéna nezavislymi
Cidly teploty. Spousténi topnych patron bude feSeno pfes polovodi¢ova relé, ktera budou
spinana pomoci regulator( teploty. Cely systém topeni bude jistén proti nekontrolovanému
ohfevu a v pfipadé poruch bude topeni automaticky vypnuto a bude nutné ho manualné znovu
spustit.

Dale bude mit rozvadé¢ vytapéni zabudovany systém pro kontrolu vypadkl el. proudu, aby
bylo mozné tyto vypadky vC€as detekovat a minimalizovat ¢as, kdy systém nebude topit.
Soucasti rozvadéce bude i datova ustfedna pro zaznam teplot od firmy Comet, ktera umozni
vzdaleny monitoring teplot.
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4 Technické reseni experimentu

4.1 Priprava kovovych vzorku

Kovové vzorky budou vyrobeny z materialu S355J2H+N, ktery dodala Skoda JS. Material byl
dodan ve tvaru desky se svarem. Svar provedla Skoda JS v ramci projektu Viyzkum a vyvoj
ukladaciho obalového souboru do stadia realizace vzorku. Vzorky budou ve tvaru disku
o pruméru 1 cm a tloustce 2,5 mm. Vzorky budou brouseny brusnym papirem zrnitosti P80.
Poté budou oc€istény pod vodou pomoci kartace, omyty lihem a okamzité usuSeny. Vzorky
budou pred expozici zvazeny na analytickych vahach s presnosti 1 ug. Znaceni vzorkd bude
provedeno pomoci gravirovani. Pfed vazenim a pfed expozici budou vzorky ulozeny
v exsikatoru pfi relativni vihkosti niz8i nez 25 %. Pro kazdou kombinaci typ bentonitu a doba
expozice bude pfipraveno 12 ks vzorkl zakladniho materialu a do ¢eského bentonitu i 12 ks
vzorkU svaru, celkem tedy 120 ks vzork( zakladniho materialu a 60 ks vzork( svaru.

Kromé oceli S355J2H+N budou pro srovnani do bentonitu BARA KADE umistény i vzorky
médi, konkrétné se bude jednat o méd Cu-OF (EN1652/1997) testovanou ve vySe uvedeném
projektu. Vzorky budou vyrobeny z plechu dodaného Skodou JS a opét se bude jednat o disky
o pruméru 1 cm, ale tloustky 1 mm (tloustka plechu). Pfiprava vzork( pfed experimentem
probéhne stejné jako v pfipadé oceli. Pro bentonit BARA KADE a konkrétni dobu expozice
bude pfipraveno 12 vzorku, tedy pro pét modull celkem 60 ks vzorka.

4.2 Priprava bentonitu

Bentonity BCV a BARA KADE budou nejprve homogenizovany a poté bude stanovena jejich
pfirozena vlhkost. Na zakladé stanovenych hodnot vihkosti budou provedeny korekce na
navazky pro lisovani jednotlivych segmentl. Pozadovana sucha objemova hmotnost
segmentd je po nabobtnani do rozmért modultd 1600 kg m3. Tato hodnota byla zvolena
z duvodu navazani na predchozi experimentalni prace. Lisovani bude provadéno jednoose
v hydraulickém lise bez pouziti lubrikaCnich prostredku.

Pro sestaveni modultl bude nutné provést lisovani bentonitu tak, aby byly vile pro sestaveni
modull. Proto bude pfi lisovani navazka bentonitu pro skute¢né rozméry modull lisovana
do mensich objemd, takze realna hodnota suché objemové hmotnosti vyliski bude vétsi nez
pozadovanych 1600 kg m=. Pozadované hodnoty bude dosazeno az po nabobtnani bentonitu
do rozmérd modulu.

Bentonity se budou lisovat do segmentu tvaru vnéjsiho a vnitfniho Sestiuhelniku, viz Obr. 3.
Do stran Sestiuhelnikd budou poté frézovany drazky pro umisténi vzorkud. Jednotlivé segmenty
budou tedy obsahovat 6 ks vzork(l na 2,5 cm vysky bentonitu. VSech 12 ks vzorku stejného
typu bude tedy ve dvou patrech tésné nad sebou. Mezi jednotlivymi typy vzork( budou
umistény dva segmenty daného typu bentonitu bez vzorku, tedy celkova distan¢ni vzdalenost
mezi jednotlivymi vzorky bude 6,5 cm.
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Metodika a technické rfeSeni korozniho experimentu TZ 576/2022

4.3 Plan vstupni charakterizace testovanych materiala

4.3.1 Charakterizace kovovych vzorku

V ramci charakterizace kovovych vzorku bude pfipraveno i nékolik vzork( materialu pro
stanoveni mikrostrukturniho stavu uhlikové oceli S355J2H+N a médi. Vzorky budou odebrany
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ve vSech 3 navzajem kolmych rovinach za ucelem stanoveni izotropie mikrostruktury. Vzorky
budou zality do akrylatové pryskyfice, broudeny az na brusny papir zrnitosti P1200 a nasledné
leStény pomoci diamantové pasty o zrnitosti 3 ym. Po omyti budou vzorky oceli naleptany 2%
Nitalem (roztok kyseliny dusi¢né v ethanolu) a vzorky meédi roztokem chloridu zelezitého (5 g
chloridu Zelezitého, 50 ml kyseliny chlorovodikové a 100 ml vody) a mikrostruktura pozorovana
pomoci metalografického monokularniho mikroskopu.

Prvkové slozeni materiald bude ovéfeno pomoci rentgenové fluorescenéni spektroskopie
(XRF) a optické emisni spektrometrie (OES). Vzorky budou také doplhkové analyzovany
pomoci rentgenové difrakce (XRD) a rastrovaci elektronové mikroskopie s energiové disperzni
prvkovou analyzou (SEM/EDS). Drobné karbidické &astice budou pfipadné identifikovany
pomoci fazové difrakéni analyzy metodou transmisni elektronové mikroskopie (SAED HR-
TEM).

4.3.2 Charakterizace bentonitu

Vybrané testované bentonitové materialy je Zadouci zcharakterizovat pfed jejich instalaci
do in-situ experimentu. Srovnanim s analyzami provedenych na bentonitovych materialech
v planovanych ¢asovych intervalech in-situ experimentu bude poté mozné vyvozovat vysledky
o pfipadnych zménach, které probéhly v bentonitu. Tento oddil shrnuje vybrané metodiky,
které budou pouzity k Uvodni charakterizaci bentonitl, kapitola 4.15.2 pak nastifiuje plan
analyz na bentonitovych vzorcich odebranych z in-situ experimentu. Pfedpokladané vysledky
z oblasti chovani bentonitu aplikovanych v in-situ podminkach fesi kapitola 5.2.

Mezi planované analyzy k Uvodni charakterizaci bentonitd byly vybrany nasledujici metodiky,
které jsou popsany detailngji z divodl napf. liSici se pfistup v postupu od jinych autorq,
existence alternativni metody poskytujici stejny vysledek apod.:

¢ Rentgenova fluorescenéni spektroskopie (XRF)

Praskova rentgenova fluorescencni spektroskopie je jednoducha a rychla metoda stanoveni
prvkového sloZeni studovaného materialu. Chemické slozeni Ize vyjadfit jako hmotnostni
obsah jednotlivych prvkl nebo ve formé idealnich oxidu.

e Stanoveni obsahu specii uhliku a siry (TOC, TIC a TS)

Z pohledu koroze je zajmovou specii organicky uhlik, ktery mdze slouzit jako Zivina pro
mikrobialné indukovanou korozi, dale pak sulfid nebo sulfid metabolicky zpracovany
mikrobialni Cinnosti ze siranu zpUsobujici tzv. sulfidickou korozi. Stanoveni obsahu specii
uhliku bude provedeno pomoci spalovani vzorku za vysokych teplot s monitoringem na
pfisluSném analyzatoru.

e Termicka analyza s analyzou vyvinutych plynd (TA-EGA)

Termicka analyza s analyzou vyvinutych plynd je nadstavbova metoda ke stanoveni obsahu
specii uhliku a siry. Poskytuje komplexnégjsi informace, av8ak bez kvantifikace jednotlivych
slozek. PFi zahfivani studovaného prasku v AlOz kelimku az do 1000 °C v bézné nebo
argonové atmosfére se sleduji zmény hmotnosti (vystupy jsou TG nebo dTG kfivky), zmény
teplot mezi vzorkem a standardem pfi ohfevu (vystupem je DTA kfivka) a vznik vyvinutych

plynl (napf. H20, CO-, SO3 apod.) pomoci pfidruzené hmotnostni spektrometrie.

e Praskova difrak¢ni rentgenova analyza (XRD)
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Praskova difrakéni rentgenova analyza bude provedena scilem ziskani pouze
semikvantitativniho slozeni. Podrobnéjsi analyza s cilem detailniho stanoveni expandabilnich
struktur bude provedena az ve fazi analyz realnych vzorku z in-situ experimentu.

¢ Analyza vyluhovatelnych iontu

V uvodni charakterizaci bude provedena analyza vyluhovatelnych iontl v aerobnich
podminkach. Pfirozené vihky prasek bentonitu o znamé vlhkosti bude smichan v rizném
poméru fazi s deionizovanou vodou (od min. 20 do max. 400 g/l). Suspenze budou tfepany po
dobu 28 dni. Po centrifugaci suspenzi budou odebrany supernatanty, které budou nasledné
Zfiltrovany pfes membranovy filtr 0,22 ym a poté podrobeny stanovenim koncentraci
zakladnich iontd a elektrochemickych parametra (pH, elektricka vodivost).

¢ Kationtova vyménna kapacita (CEC)

Kationtova vyménna kapacita (CEC) je vhodnym indikatorem obsahu montmorillonitu (pokud
v materialu neni pfitomen dalsi kationtovy ménic¢). CEC bude stanovena pomoci certifikované
metodiky (Cervinka 2014) s vyuzitim Cu(ll)-triethylentetraminu. Vystupem jsou jednak hodnoty
CEC odvozené z ubytku médi (s indexem metody stanoveni, CEC_VIS s vyuzitim
spektrofotometrie a CEC_AAS s vyuzitim atomové absorpéni spektrometrie) a ze sumy
vytésnénych kationtll (tzv. CEC_sum), ale i zastoupeni jednotlivych kationtll na vyménnych
pozicich montmorillonitu. Dudlezité pfi vyhodnoceni je i sledovani rozdilu mezi jednotlivymi
hodnotami CEC. Vy$S§i hodnoty CEC _sum oproti CEC VIS & CEC_AAS mohou znadit
pritomnost rozpustnych mineralnich fazi. MnozZstvi a sloZeni rozpustnych mineralnich fazi se
ziska pomoci analyzy vyluhovatelnych iontd (viz nize).

Jak zmifiuje Svensson et al. (2019), opakovatelnost metody CEC s vyuzitim Cu-trienu byla
dobra, ale méla méné dobrou reprodukovatelnost (méfeni pfi raznych pfilezitostech).
Doporucuje analyzovat vSechny vzorky, které maji byt porovnavany, najednou v jedné sadé.
Protoze toto stanoveni neni naro¢né, bude tento pfistup zvolen i v tomto projektu. Vstupni
material bude méfen vzdy i pfi méfeni vzorku z in-situ experimentu v pfipadé stanoveni:

e Specificky mérny povrch (SSA)
e Swell index (SI)

Tato stanoveni budou podobné jako stanoveni CEC provadéna v sadé s realnymi vzorky
z in-situ experimentl. Detailngji postup obou stanoveni je popsan v kap. 4.15.2.

e Mikrobiologicka charakterizace

Bentonity vstupujici do experimentu budou pfedem mikrobiologicky charakterizovany za
vyuziti molekularné-genetické analyzy DNA, a to stejnym zplsobem, jaky bude popsan
v kapitole 4.15.2. Kromé pfimé izolace DNA z dodaného praskového bentonitu se v pfipadé
nedostatecnosti této metody (pfilis nizky vytéZzek DNA) provede screening pfirozeného oZiveni
bentonitu s vyuzitim kratkodobé kultivace v suspendovaném stavu tak, aby bylo mozno toto
oziveni detekovat.

4.4 Priprava modull
Montaz a kompletace modull probéhne za aerobnich podminek v laboratofi. V prvnim kroku

budou kovové spoje modull, které budou navazovat na vzorkovace, svareny/pajeny pro
zajisténi jejich tésnosti. Na stfedni €ast bude poté postupné instalovan kompaktovany bentonit
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se vzorky, ktery bude obalen filtracni tkaninou (jemnou a hrubou). Poté budou na moduly
instalovany vnéjsi plasté a systém bude fixovan vikem a matici. Do uzavienych modull
s bentonitem budou provedeny vyvrty pro umisténi Cidel teploty. Spoje mezi €idly teploty a viky
modull budou pajeny, aby byla zajiSténa jejich tésnost.

Kompletované moduly budou pfeneseny do rukavicovych boxu, kde budou ponechany
po dobu minimalné 7 dnl pro odstranéni zbytkového kysliku a poté budou po dobu minimalné
14 dna syceny v odkysli¢ené demineralizované vodé. Vzhledem k nizké salinité podzemnich
vod v PVP Bukov je volba demineralizované vody vhodnou a snadnou nahradou. Z vysledku
systematického vyzkumu zaméfeného na transport specii v nasyceném kompaktovaném
bentonitu vyplynulo, zZe slozeni bentonitové poérové vody neni vyrazné ovlivnéno roztokem
pouzitym k nasyceni bentonitového vzorku (Hofmanova et al. 2019). Po zvolené dobé syceni
budou moduly zabaleny do pytlikii uzavienych zatavenim a budou vyjmuty z rukavicovych
box{ do transportnich pouzder naplnénych argonem.

Takto bude pfipraveno 5 moduld s bentonitem BCV se vzorky uhlikové oceli a jejiho svaru.
Bude také pfipraveno 5 modull s bentonitem BARA KADE se vzorky uhlikové oceli a médi.
Kazdy modul bude obsahovat 12 ks vzork( daného typu tedy celkem 24 ks vzorkd v jednom
modulu.

4.5 Transport moduli do PVP Bukov

Transport moduld bude proveden v uzavienych transportnich pouzdrech napinénych argonem
s mirnym pretlakem. Transport bude naplanovan v souladu s planovanou instalaci moduld do
vrtd a ¢asové sladén s planovanym pfedsycenim moduld.

4.6 Plan instalace moduli do vrtu

Pro instalaci moduld do vrtd bude nutné spinit podminku maximalniho obsahu kysliku
ve vrtech, ktera Cini dle smlouvy SO2020-086 1 %. Dale bude sledovano ustaleni podzemni
vody ve vrtech z hlediska chemického sloZeni, elektrochemickych parametrli a mikrobialni
komunity. Instalace by méla probéhnout za relativné ustalenych podminek systému.
V pfipadé, Ze by dochazelo v systému k vyraznym zménam v ¢asovém horizontu blizicimu se
konci dil&iho plnéni dle harmonogramu, bude situace fe$ena se SURAO a s ohledem na stav
systému bude po odborné diskuzi navrhnuto, zda instalaci posunout nebo provést v terminu
dil€iho pInéni.

Pred samotnou instalaci modull do vrtt bude provedena instalace rozvadécl vytapéni a bude
provedeno jejich zprovoznéni. Poté bude postupné do jednotlivych vrtd provedena instalace
modull se vzorky. V prvnim kroku bude provedeno vzorkovani podzemnich vod, nasledovat
bude postupné vyjmuti mechanickych obturatord se vzorkovaci. Ke vzorkovaclm bude

namontovan modul se vzorky. Pfi instalaci moduld na vzorkovae budou moduly vystaveny
vzdusnému kysliku a cilem bude tuto dobu minimalizovat.

Kabely budou vyvedeny skrz mechanicky obturator ven a budou umistény v ochranném opletu,
aby nedoslo k jejich poSkozeni béhem instalace sestavy do vrtu. V dany Casovy interval bude
otevien vzdy pouze jeden vrt a po jeho uzavieni bude nasledovat instalace do dalSiho vrtu. P¥i
instalaci kompletnich sestav zpét do vrtl bude po celou dobu provadéno jisténi systému proti
padu pomoci samosvornych klesti s fetézem.

24



Po instalaci do vrtu bude provedeno napusténi systému argonem pro ovéfeni té&snosti
mechanického obturatoru. V pfipadé zjisténi netésnosti bude mechanicky obturator utazen.
Nakonec bude systém pFes vzorkovaé proplachnut argonem a bude v ném ponechan mirny
pretlak argonu (do 0,5 bar). Usti pakrového systému bude zatit&no pomoci tlakové priichodky
a bude tak mozné vnitfni ¢ast pakru napustit argonem pro zamezeni priniku O-.

Cidla teploty a topné patrony budou zapojeny do rozvadé&&i vytapéni a ovéfi se funkénost
celého systému.

4.7 Zahajeni experimentu

Dlouhodoby korozni experiment je planovan na 1, 3, 5, 7 a 10 let. K jeho zahajeni bude
pfistoupeno az po instalaci vSech modull do vrtd. V prvnim kroku bude zahajeno topeni
na nizsi teplotu (cca 40 °C) pro ovéfeni celého systému. Tato teplota bude ponechana
do ustaleni na pozici umisténi vzorkd v bentonitu pravdépodobné do druhého dne. Poté bude
postupné teplota navySovana az na cilovych 70 °C na pozici vzork( (teplota regulovana ve
stfedu u topidla bude vySSi v zavislosti na chovani systému). Jakmile budou systémy ustaleny
na teploté 70 °C, bude experiment prohlasen za zahajeny. Lze pfedpokladat, ze v prabéhu par
dni od zahajeni experimentu nastane mirny posun teploty na pozici vzorkl s ohledem na
probihajici stabilizaci celého systému (sniZeni saturace bentonitu u topidla, ohfev teploty okolo
modull, zména teploty horniny v blizkosti modult) a bude nutné teplotu doregulovat. Celkové
ustaleni celého systému muaze byt i v fadu nékolika mésicu.

Po zapusténi modult bude spusténo monitorovani teplot pro vzdalenou kontrolu experimentu.

4.8 Plan provozu a udrzby experimentu

Experiment bude probihat ve vihkém prostiedi PVP Bukov a bude pravidelné vizualné
kontrolovan pfi odbéru podzemnich vod. Kontrolovan bude stav aparatury s ohledem na korozi
jednotlivych €asti, bude méfen tlak v systému pro ovéfeni tésnosti mechanickych obturatora,
bude provadéna kontrola rozvadéc&e vytapéni s ohledem na jeho moznou korozi. Zaroven bude
kontrolovan stav elektrosouCastek aparatury a pfipadné budou vymeénény.

VSechna relé v aparatufe budou polovodi¢ova z divodu lepsi Zivotnosti oproti mechanickym
relé. S ohledem na zkuSenosti z projektu MaCoTe, kde zaCalo dochazet k problémim
s mechanickymi relé cca po tfech letech experimentu, bude po pétiletech experimentu
zvazena vyména nékterych elektrosoucastek za nové.

Systém bude vybaven monitoringem vypadku elektrické sité, ktery umozni kontrolu i mimo
areal PVP Bukov. V pfipadé vypadk( elektrické sité bude systém topeni nastaven tak, ze
po obnové dodavek elektfiny nebude topit a bude nutné opét manualné zahajit topeni. Tento
sité, které vedly k neregulovanému topeni systému. Vzhledem k tomu, Ze vznik takovéto
poruchy neni zcela predikovatelny, je z hlediska ovlivnéni systému lepSi netopeni systému nez
nekontrolovany ohfev, ktery by ved| ke ztraté experimentu. Proti nekontrolovatelnému ohfevu
bude navic systém vybaven jiSténim, které vypne topeni systému pfi prekroCeni limitnich
teplot.
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4.9 Monitoring experimentu

Monitorovani experimentu bude provadéno kontrolou teplot na pozicich vzorku pfes vzdaleny
pFistup. Toto monitorovani bude probihat pribézné po celou dobu experimentu. Zarover bude
fyzicky provadéna kontrola pfi odbéru podzemnich vod. V pfipadé zaznamenani problémd
budou tyto operativné feSeny.

4.10 Monitorovani podzemnich vod

Monitoring podzemnich vod bude provadén ve vSech 11 vrtech po dobu 12 let od provedeni
vrtnych praci. Po€et odbéru je dle smlouvy SO2020-086 stanoven na tfi roéné s moznosti jejich
snizeni na dva a jeden v pfipadé obdobnych vysledku tfikrat, resp. pétkrat, po sobé. Kromé
podminek pro snizeni poctu vzorkovani definovanych smlouvou bude nutné brat v potaz i
ovlivnéni systému samotnym odbé&rem podzemnich vod. Pokud by v nékterém vrtu po odbéru
podzemnich vod dochazelo k narlstu kysliku vlivem transportu okysli€ené vody puklinovym
systémem, bude potfeba zvazit pfipadné snizeni po€tu odbérd ve specifickém vrtu, ktery by
byl takto ovlivnén.

V prvni fazi po odvrtani vrtl budou odbéry provadény pomoci standardnich vzorkovacich
zafizeni urCenych pro podzemni prace. Nasledovat bude poté osazeni vrti vzorkovaci
vyrobenymi dle technického navrhu. Pomoci vzorkovacl bude probihat monitorovani
podzemnich vod az do konce projektu.

Odbér vzorkd podzemnich vod pomoci vzorkovacu je feSen pfes vytlaCovani vody z vrtu
pomoci argonu a systému dvou kapilar (pfivodni kapilara pro argon, odbérova kapilara pro
podzemni vodu). Méfeni elektrochemickych parametr( pfi odbéru podzemni vody je feSeno
pomoci specialni modularni cely, ktera umoznuje proplach argonem a nasledné napusténi
podzemni vodou. Cela muze byt modifikovana podle pozadavku na pocet elektrod a je
odzkousena v ramci projektu MaCoTe (Dobrev et al. 2021). Vzorky podzemnich vod pro
chemické analyzy budou odebirany do specialnich plastovych vzorkovnic poskytovanych
certifikovanou laboratofi. Budou odebirany i vzorky podzemnich vod pro stanoveni pfitomnosti
koloidnich ¢astic.

Po ukoncéeni vzorkovani bude ponechan ve vrtu argon o mirném pfetlaku. Vysledky
monitoringu podzemnich vod budou zpracovany formou technické zpravy dle harmonogramu
projektu a kazda dalSi technicka zprava bude revizi zpravy pfedchazejici.

V charakterizaCnim vrtu (76 mm) bude pravidelné provadén monitoring hydrochemickych
parametrli pomoci hydrochemického profilovani multiparametrickou sondou MS5.

Abychom vibec mohli ziskat mikrobiologicky relevantni data, je naprosto zasadni odebirat
vzorky podzemnich vod ze zapakrovanych anaerobnich zavodnénych vrtl. Vzhledem
k vSudypfitomnému riziku mikrobialnich kontaminaci je nutno mit tuto problematiku na paméti
jiz pfed vyhotovovanim vrtl. Pfipadna rizika kontaminaci je vhodné minimalizovat dodrzenim
z&kladnich doporuceni — jednak vyuzitim vody z okolnich blizkych vrtd k samotnému vrtani,
dikladnym vycisténim vrtu pfed zapakrovanim a kone¢né pouzivanim pouze sterilizované
instrumentace k monitoringu a odbé&rim vzorku.

Predpoklada se odbér pfiblizné 0,3-1,5 | vody z kazdého vrtu do sterilni sklenéné odbérové
lahve (1 1). Ziskané vzorky podzemni vody budou ihned po odebrani pfimo na misté filtrovany
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za pomoci sterilni jednorazové 50ml stfikacky Omnifix (BBraun, Svycarsko) s nasazenym
sterilnim filtrem Sterivex (0,22 ym, Millipore, Némecko). Tato metodika je jizZ odzkou3ena
a rutinné vyuzivana v ramci projektu MaCoTe (Dobrev et al. 2021). Pouziti Sterivex filtr( je pro
dané objemy vod optimalni (Brazelton et al. 2012; Casar et al. 2021; Miettinen et al. 2015;
Nyyssonen et al. 2014; Robador et al. 2016). Pro kazdy vzorek dojde k zaznamenani pfesného
prefiltrovaného objemu, nebot je tato znalost dllezita pro dalSi zpracovani dat (QPCR).

Na filtru Sterivex dojde béhem filtrace k zachyceni bunék nativniho druhového spektra
mikroorganismd pfitomnych v odebraném vzorku vody. Vyuziti filtru tak nasledné umozni
vyraznou redukci objemu materialu odvazeného pro mikrobiologické analyzy, obecné
zjednodus$i manipulaci pfi pfeprave i nasledné izolaci DNA. Dulezitym faktorem je ale zejména
omezeni mozné kontaminace nezadoucimi mikroorganismy, coz je pfi odbéru vod s malou
koncentraci mikroorganism@ (typicky podzemni vody) velice dulezité. Filtr Sterivex se
zachycenymi mikroorganismy bude vzdy bezprostfedné po pfefiltrovani vzorku ulozen do
uzaviratelného sterilniho PE sacku, popsan a uchovan v pfenosném chladicim boxu mezi
chladicimi blo¢ky pfi teploté do 10 °C. Takto budou filtry uchovavany, pfi¢emz budou
pfevezeny jesté téhoz dne, kdy probéhne odbér, a pfelozeny do mrazaku s teplotou -80 °C.
V tomto stavu budou uchovavany az do doby izolace DNA.

4.11 Plan vyjmuti koroznich sestav

Vyjmuti moduld bude provedeno po 1, 3, 5, 7 a 10 letech od zahajeni experimentu. V dany
Casovy interval bude odebran vzdy jeden modul s bentonitem BCV a jeden modul s bentonitem
BARA KADE. Vybér mista odbérli moduld bude zaviset na podminkach ve vrtech po jejich
ustaleni a snahou minimalizovat ovlivnéni vrtll s odebranymi moduly ostatnimi vrty, kde bude
jesté experiment probihat.

V souCasné dobé existuje predpoklad, ze do vrtd, které budou nejméné ovlivnény odbéry
podzemnich vod, se stabilnimi podminkami budou umistény moduly s nejdlouhodobé&jSimi
Casy odbéru. A do vrtu, které by mohly byt nachylné ke zménam jejich podminek vlivem odbéru
podzemnich vod, by byly umistény rocni experimenty. Toto hledisko je vSak nutné zvazit az
bude dokonéena prvni faze monitorovani podzemnich vod pred instalaci modulll i s ohledem
na pripadné rozsiteni projektu, které mize SURAO dle smlouvy realizovat. Pokud by totiz
k rozSifeni projektu doslo, byly by pro nejdlouhodobg&;jsi korozni zkousky k dispozici volné vrty,
které byly hodnoceny jako "nejhorsi”.

Za predpokladaného vyvoje podminek v jednotlivych vrtech a zahajeni experimentu v roce
2022 by odbéry modult mély probé&hnout v letech 2023, 2025, 2027, 2029 a 2032.

Pfed samotnym zahajenim vyjimani moduld budou provedeny odbéry podzemnich vod
a stanoveni elektrochemickych parametrd. Pfi vytahovani celé sestavy z vrtu bude po celou
dobu provadéno jisténi proti opétovnému padu do vrtu. Po vyjmuti sestavy z vrtu bude pak
od sestavy oddélen modul s koroznimi vzorky, vzorkova¢ bude ponechan pro monitoring vod
a jeho koncova ¢ast bude zaslepena pro zamezeni priniku kysliku do systému. Moduly budou
ihned po vyjmuti umistény do pfepravnich pouzder napinénych argonem. Do vrtd bude pak
opétovné instalovan zbytek aparatury. Nakonec bude vzorkoval proplachnut argonem
s ponechanim mirného pfetlaku v systému, dle lokalnich podminek.
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4.12 Transport modulll do laboratore

Transport moduld do laboratofe bude probihat v hermeticky uzavienych pouzdrech
s pretlakem argonu. Pouzdra budou pfed umisténim modult do nich promyvana argonem. Po
vloZzeni modulll budou pouzdra uzaviena a pomoci ventili opét promyvana argonem. Nakonec
bude v pouzdrech ponechan pfetlak a moduly budou pfevezeny do laboratofe k demontazi
v rukavicovych boxech.

413 Demontaz modulll v rukavicovém boxu

Prvnim krokem pfed demontazi modull v rukavicovém boxu je jeho pfiprava pro mikrobialni
vzorkovani, kdy je opét zcela zasadni minimalizovat rizika mozné kontaminace. Tato pfiprava
bude spodivat ve sterilizaci pracovnich nastroji a boxu, a to pomoci germicidni lampy
a dukladného otfeni vSech povrchu (detergent a ethanol). DalSim krokem je umisténi modull
do rukavicového boxu pres pfechodovou komoru. Pfi tomto kroku budou moduly vystaveny po
ur€itou dobu vzdusnému kysliku. Odstranéni kysliku v pfechodové komofe lze v zasadé
provést dvéma zplsoby: evakuaci pfechodové komory a jejim opétovnym naplnénim
argonem, tento cyklus by byl nékolikrat opakovan pfi podtlaku 0,6 (vy$si podtlak by zvysil
vyrazné odpar vody). Druhou moznosti je proplachovani komory argonem po ur&itou dobu, pfi
tomto kroku predpokladame mensi odpar vody z modull, ale i zaroven horSi odstranéni
zbytkového Kkysliku. Z obecného pohledu predpokladame, ze v pfechodové komofe dojde
k ¢asteném odparu vody z modull z oblasti filtracnich tkanin, nicméné nelze vyloucit snizeni
vlihkosti povrchoveé vrstvy bentonitu. Vzhledem k tomu, Ze v rukavicovém boxu je minimalni
vlhkost a po umisténi moduld do nich bude okamzité dochazet k jejich vysouseni, je ovlivnéni
vlhkosti bentonitu vlivem transportu pres prechodovou komoru zanedbatelné viéi zménam
v rukavicovém boxu. Z tohoto diivodu bude preferovana cesta s evakuaci pfechodové komory
s cilem minimalizovat kyslik v systému.

Po umisténi modulld do rukavicového boxu (v dany okamzik se bude vzdy pracovat pouze
s jednim modulem v rukavicovém boxu) bude bez zbyte¢nych odkladi zahajena jejich
demontaz. Pokud to bude technicky mozné a nedojde k neocekavanym komplikacim, mél by
byt v relativné kratkém Case odstranén z modulu vnéjsi plast a filtraCni tkaniny, coz by
umoznilo odbér bentonitu do uzavienych vzorkovnic pro stanoveni jeho vihkosti. Nicméné je
nutné zduraznit, Ze ackoliv by odstranéni vnéjSiho plasté, resp. filtracnich tkanin, bylo rychlé,
bude pfesto dochazet k suSeni vzorka bentonitu v rukavicovém boxu a stanoveni vihkosti bude
timto ovlivnéno.

Demontaz modultl bude dale pokracovat odebiranim kovovych vzorkl a jejich identifikaci,
odebiranim vzorkd bentonitd pro chemické a mikrobialni analyzy z vnéjsi €asti, z oblasti vzorki
a topidla. Vzorky budou v prabé&hu vzorkovani fadné oznaceny identifikatory a bude provedena
fotodokumentace.

4.14 Priprava vzorku pro analyzy

Kovové vzorky budou omyty lihem a ponechany v rukavicovém boxu do odstranéni zbytkové
vlhkosti z povrchovych rozhrani (€as suSeni bude minimalné 1 tyden). Tento zplsob je volen
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proto, aby byla minimalizovana oxidace koroznich produkti po kontaktu se vzdu$nou
atmosférou mimo rukavicovy box. Vzorky budou pfedavany v uzavienych vzorkovnicich pro
nasledné analyzy. DalSi uprava vzork( pro chemické analyzy neni potfeba. Velikost vzorku je
uzpusobena pfimému provedeni analyz.

Vzorky bentonit pro chemické analyzy budou také ponechany v rukavicovém boxu pro jejich
vysus$eni s tim, Ze doba suseni bude operativné volena podle velikosti vzorkl a bude proveden
odborny odhad doby nutné k jejich suSeni v zavislosti na konkrétnim stavu vzork(. Variantné
Ize vzorky susit v integrované susarné rukavicového boxu. A¢koliv budou vzorky poté umistény
do tésnych vzorkovnic budou po kontaktu s atmosférou opét pohicovat vzdudnou vihkost
amlze dojit k ¢aste€nym zménam vlivem oxidace. Mél by tedy byt minimalizovan cas
vystaveni vzorkl atmosfére pred zahajenim analyz.

Vzorky bentonitd pro mikrobialni analyzy budou ve sterilnich saccich ihned po odbéru
zamrazeny a poté predany k analyzam. Vzhledem k zesilené tloustce bentonitovych prstenct
v experimentu, umoziujici studium prostorové stratifikace mikrobialnich komunit, budou zvIast
odebrany a vyhodnoceny vzorky bentonitu (optimalné 5 g na vzorek) z povrchové vrstvy
z oblasti C (periferni a centralni ¢asti segmentu), a dale z bezprostfedni blizkosti topidla (oblast
B) a kovovych vzorku (oblast A). Obdobné je prostorova stratifikace mikrobialnich komunit
studovana i v ramci projektu MaCoTe (Dobrev et al. 2021). Postup nasledného zpracovani
vzorkU viz kapitola 4.15.2.

4.15 Plan analyz testovanych materialt

4.15.1 Analyzy kovovych vzorku

VSechny cely budou rozebrany v anaerobnim boxu a vzorky budou v boxu omyty lihem
a usuSeny, aby se pfi transportu pfedeslo oxidaci koroznich produktl do vySSich oxida¢nich
stavu. Ze 12 exponovanych vzorkl pro kazdou kombinaci bentonit/doba expozice je uréeno
10 k omoreni a 2 k analyzam koroznich produktd, a to jak z povrchu, tak po oskrabu a na
pri€ném Fezu.

Vzorky uréené pro stanoveni korozni rychlosti hmotnostnim ubytkem budou mofeny dle normy
CSN EN ISO 8407. Ocel bude mofena ve smési kyseliny chlorovodikové s vodou a pFidavkem
inhibitoru hexametylentetraminu (roztok 3,5 g hexamethylentetraminu (HMTA) v 500 ml 35%
koncentrované kyseliny chlorovodikové, poté doplnéno destilovanou vodou na 1000 ml) a méd
v roztoku kyseliny sirové (100 ml kyseliny sirové a 900 ml destilované vody). Na kazdém
vzorku bude mofeni provadéno v minimalné péti krocich, pfipadné az do dosazeni
konstantnich hmotnostnich ubytkl v ¢ase. OmoFené vzorky pak poslouzi pro stanoveni
lokalizace rovhomérné koroze. Dva vzorky budou analyzovany pomoci optické profilometrie
pro stanoveni ploSného rozlozeni lokalizovaného napadeni a nasledné budou zality do
akrylatové pryskyfice a pozorovany na kolmém fezu za ucelem urCeni maximaini hloubky
napadeni.

Dva vzorky ur€ené pro analyzy koroznich produktd mofeny nebudou. Vrstva koroznich
produktd na povrchu bude nejprve analyzovana pomoci rentgenové difrakce (XRD)
a Ramanovy spektroskopie, za u¢elem stanoveni fazového slozeni koroznich produktd. Z Easti
povrchu budou korozni produkty seskrabany a rentgenovou difrakci budou analyzovany
korozni produkty vzdalengjSi od povrchu. Nasledné budou oba vzorky zality v evakuovaném
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exsikatoru do epoxidové pryskyfice ve sméru kolmém na plochu podstavy vzorku. Epoxidova
pryskyfice umoznuje lepSi zateCeni a naslednou konsolidaci koroznich produktd pro vybrus.
Vzorky budou pouze brouseny az na jemny papir zrnitosti P4000. LeSténi diamantovou pastou
nebude provadéno, aby pasta v pérech koroznich produkti neovliviiovala vysledky analyz.
Stejné tak nebude provadéno leptani, aby nedoslo k odleptani minoritnich sloZek koroznich
produktl. Na kolmém fezu bude sledovano prvkové slozeni metodou SEM/EDS, pfipadné
doplnéné o lokalni fazovou analyzu metodou rentgenové mikrodifrakce (uXRD).

4.15.2 Analyzy bentonitu

V porovnani se vstupnimi bentonitovymi materialy (viz kap. 4.3.2) je z hlediska studia bentonitu
v planovaném in-situ experimentu zadouci sledovat:

oblast A: bentonit v bezprostifedni blizkosti kovovych vzorku,
oblast B: bentonit v bezprostfedni blizkosti topidla,
oblast C: bentonit z centralni i periferni ¢asti bentonitovych segmentu.

Planované analyzy jsou shodné jako pro uvodni charakterizaci bentonitovych materiald
(viz kap. 4.3.2), tedy rentgenova fluorescencni spektroskopie (XRF), stanoveni obsahu specii
uhliku a siry (TOC, TIC a TS), termicka analyza (TA-EGA), praskova difrakéni rentgenova
analyza (XRD), stanoveni specifického mérného povrchu (SSA), swell indexu (Sl) a kationtové
vymeénné kapacity (CEC), analyza vyluhovatelnych iontd. Jak bylo zminéno v kap. 4.3.2, kvdli
sledovani reprodukovatelnosti vysledkd nebo nizké narocnosti provedeni stanoveni budou
stanoveni CEC, SSA a Sl provadéna v sadé s realnymi vzorky z in-situ experimentd. V tomto
oddile jsou proto popsany postupy stanoveni SSA a Sl. Dale je pro analyzu vyluhovatelnych
iontd a stanoveni CEC nastinéna moznost jejich provedeni a pfinosu i v anaerobnich
podminkach.

o Specificky mérny povrch (SSA)

Specificky mérny povrch praskovych materialt se stanovuje pomoci absorpce plynu (nejcastéji
dusik). V pfipadé bentonitu nedochazi k absorpci plynu na vdech plochach vzorku; molekuly
plynu nejsou schopné vstoupit do mezivrstvi montmorillonitu. Proto bude pouzit postup
vyuzivajici polarni kapalinu (ethylenglykol-monomethylether, tzv. EGME), ktera ve formé
monovrstvy molekul vstupuje i do mezivrstvi montmorillonitu. PraSkové vzorky se ekvilibruji
v exsikatoru se solvatem CaCl,-EGME. Prebytek EGME se odstrafiuje evakuaci. Povrch
vzorku je pokryt monovrstvou molekul EGME, kdyZ je dosaZeno rovnovahy mezi parami
EGME a EGME adsorbovanym na vzorku. Ze zmén hmotnosti vzorku se urCuje mnozstvi
adsorbovaného EGME a tedy specifického mérného povrchu. Postup stanoveni je detailné
popsan napf. v Brazda a Cervinka (2016). Z na$i zku$enosti s timto stanovenim je vhodné do
sady vzorkl pfidat vzorek o0 znamém mérném povrchu. Proto toto stanoveni budou podobné
jako stanoveni CEC provadéna v sadg, kde budou jednak realné vzorky z in-situ experimentu
a vstupni vzorek bentonitu. Na vysledcich dosazenych na vzorcich vstupnich materialt bude
mozné sledovat reprodukovatelnost stanoveni a diky tomu spolehlivé vyvodit zavéry
0 zménach ve specifickém mérném povrchu.

e Swell index (SI)

Stanoveni swell indexu je vhodnym indikatorem bobtnacich a eroznich viastnosti studovaného
bentonitu. Stanoveni Sl je jednoduché a nazorné ilustruje zmény v bobtnacich a eroznich
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vlastnostech zménou vyménitelného kationtu ¢i obsahu montmorillonitu. Proto toto stanoveni
bude provedeno vzdy v sadé obsahujici realné vzorky z in-situ experimentl a jako reference
vstupni vzorek bentonitu. Zvolena navazky bentonitu je ponechana v kontaktu v odmérném
valci naplnéném destilovanou vodou o zvoleném objemu (nejCastéji 2g a 100 ml).
Ze stupnice na odmérném valci se odecita objem vybobtnalého bentonitu za zvoleny Casovy
interval. Tento test podava informaci i o eroznim chovani bentonitu. Zaznamenava se rovnéz
pripadna pfitomnost koloidnich Castic, které vedou k erozi bentonitu.

e Analyza vyluhovatelnych iontd

Realné vzorky bentonitu z oblasti C a B budou podrobeny analyze vyluhovatelnych iontd.
Princip a postup stanoveni byl popsan v kap. 4.3.2. Jedinou modifikaci v postupu je moznost
provést stanoveni i za anaerobnich podminek, a to podle poZadovaného cile stanoveni.
Stanoveni v aerobnich podminkach umozni srovnani s vysledky Gvodni charakterizace
bentonitll, zejména zménu v obsahu vyluhovatelnych iontd v €ase in-situ experimentu. Toto
stanoveni je pfesnéjsi (ve smyslu kontroly poméru fazi) a snaze proveditelné. Pfi stanoveni
v anaerobnich podminkach je nutno pocitat s nizSi pfesnosti (hmotnost je zde stanovena
na digitalnich pfedvazkach), avdak nedojde k posunu rovnovahy karbonatovych fazi (absence
CO2 v anaerobnim boxu oproti aerobnim podminkam) a zméné oxidaéniho Cisla zeleza.
S cilem ziskat maximum informaci bude proto volena kombinace obou pFistupu.

e CEC

Realné vzorky bentonitu z v8ech oblasti (A, B i C) budou podrobeny stanoveni kationtové
vyménné kapacity. Princip a postup stanoveni byl popsan v kap. 4.3.2. Bude zvolen pfistup
analyzovat vSechny vzorky najednou v jedné sadé v€etné vstupniho materialu. Na vzorcich
vstupnich materiald bude mozné sledovat reprodukovatelnost stanoveni a diky tomu
spolehlivé vyvodit zavéry o zménach CEC. Podobné jako u analyzy vyluhovatelnych iontl Ize
postup stanoveni modifikovat i o kroky v anaerobnim prostfedi. Vytésnéni vyménitelnych
kationtl v anaerobnim prostfedi a pouziti metod pro rozliSeni oxida¢niho stavu zeleza umozni
sledovat osud Zeleza, zejména v oblasti A. Tento postup vS8ak zatim neni rutinné pouzivan.
Principialné neni obtizné kvalitativné urcit oxidaéni stav zeleza. Kvantitativni stanoveni
koncentrace Fe?* a Fe** by vyZzadovalo optimalizaci metod a validaci stanoveni.

e Mikrobiologické analyzy

Zpracovani vzorkl kompaktovaného bentonitu (déleni, krajeni, aj.) pro mikrobiologické
analyzy na Cxl TUL bude probihat za sterilnich podminek, se vzorky bude pracovano zasadné
v anaerobnich rukavicovych boxech, které budou pfedem dulkladné sterilizovany otfenim
veSkerych povrchl (detergent a ethanol) a zaroven pomoci germicidni lampy. Opét budou
tepelné sterilizovany vesSkeré nastroje, které pfijdou do kontaktu se vzorky bentonitu. DalSim
krokem pfedchazejicim samotné analyze je izolace DNA ze vzorku bentonitu. Pfed zaCatkem
izolace DNA bude bentonit nejprve za sterilnich podminek zhomogenizovan. Kazdy vzorek
bentonitu bude postupné rozpoustén za mirného protfepavani ve sterilni vodé, a to az do
uplného rozpusténi (po dobu nékolika hodin). DNA ze vzorku bentonitd bude poté izolovana
pomoci kitu uréeného pro izolaci nukleovych kyselin z pid DNeasy PowerMax® Soil DNA
Isolation Kit (Qiagen) a samotny proces izolace bude probihat dle instrukci uvedenych v
protokolu vyrobce kitu. Mikrobialni diverzita ve vzorcich bentonitl bude studovana za vyuziti
molekularné-genetickych metod analyzy DNA. Koncentrace izolované DNA bude nasledné
zmérfena fluorimetricky pomoci pfistroje Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Life technologies,
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USA), opét dle protokolu vyrobce. Je v3ak tfeba pfedem poditat s extrémné nizkymi vytézky
DNA ze vzorkl bentonitd, kdy hodnoty koncentrace izolované DNA zcela obvykle zUstavaji
pod detekénim limitem méfeni. Z tohoto dlvodu bude jako méfitko pFitomnosti
amplifikovatelné DNA vyuzita kvantifikace kopii 16S rRNA genu pomoci qPCR a uréeni
hodnoty Cq (amplifikacni cyklus, kde béhem PCR dojde k namnozeni a fluorescenéni detekci
DNA kopii do miry pfekraCujici pozadi) pro jednotlivé vzorky. Pokud bude hodnota Cq
podobna, jako u no-template control (NTC), izolace DNA bude prohladena za neuspésnou a
vzorek nebude dale geneticky analyzovan. Pro toto zhodnoceni budou vyuZity univerzalni 16S
rRNA primery 16SqPCR-F a 16SqPCR-R (Nadkarni et al. 2002).

Vzorky, jez projdou kontrolou kvality izolace DNA pomoci gPCR popsanou vyse, budou dale
sekvenovany pomoci amplikonového sekvenovani 16S rRNA genu. Tato metoda umoziuje
zjistit detailni kvalitativni slozeni a strukturu celého spoleCenstva. Tato metoda byla jiz
podrobné&ji popsana v prib&zné technické zpravé Cernik et al. (2015) & v publikacich
(Cernousek et al. 2020; Shrestha et al. 2022). Vyuzita bude platforma lonTorrent (Life
Technologies, USA). Konkrétnim molekularnim markerem pak bude variabilni V4 oblast genu
16S rRNA s vyuzitim primert 530F (Dowd et al. 2008) a 802R (Claesson et al. 2009).

Pro zpracovani hrubych mikrobiologickych molekularné-genetickych NGS dat (sekvenci) bude
vyuzit software QIIME 2 verze 2021.8 (Bolyen et al. 2019). Ze souboru NGS dat budou
odstranény sekvence s nizkou kvalitou, chimérické sekvence a pfrilis kratké sekvence, které
nebyly doc¢teny do konce pozadovaného useku, a to s vyuzitim filtrovani na zakladé kvality
pomoci zasuvkovych modulll g2-demux a g2-dada2 (Callahan et al. 2016). Finalni sekvence
tak budou zbaveny nezadouciho Sumu. Z vyslednych ocCisténych sekvenci dojde k vytvoreni
unikatnich sekvenénich variant (tzv. ASVs, z anglického amplicon sequence variant), pomoci
g2-feature-classifier pluginu (Bokulich et al. 2018) za pomoci “classify-sklearn naive Bayes*
algoritmu proti databazi SILVA verze 138 (Quast et al. 2012). ASV zacinaji v odbornych
studiich nahrazovat dfive standardné vyuzivané OTU (Callahan et al. 2016). Sekvence, které
se v datasetu vyskytly pouze jednou, nebudou dale vyhodnocovany, nebot se velmi
pravdépodobné jedna o artefakt (sekvenacni chybu) metody. Reprezentativni sekvence (ASV)
se na zavér porovnaji s vefejnymi databazemi — Ganbank a Silva (taxonomické zafazeni),
pfipadné se rucné dohledaji v literatufe (metabolicka charakterizace mikroorganismu).
Vystupy QIIME 2 budou zpracovany v jazyce R pomoci baliku Phyloseq (McMurdie and
Holmes 2013). Pro finalni vizualizaci vysledku se vyuZziji klasické jednorozmérné (sloupcove,
boxploty aj.), nové pouzivané ,bublinkové“ (FAPROTAX) i ordinaéni (mnohorozmérné)
diagramy, coby obrazové vystupy probé&hlych analyz.

4.15.3 Analyzy podzemnich vod

e Stanoveni chemického slozeni podzemnich vod

Stanoveni kationtll v podzemni vodé bude provedeno metodou AAS a ICP-MS dle normy
CSN EN ISO 17294-2. Stanoveni aniont(i bude provedeno dle CSN EN I1SO 10304-1 metodou
iontové chromatografie a stanoveni celkové alkalinity potenciometrickou titraci dle norem
CSN EN ISO 9963-1 a CSN 75 7373.

e Stanoveni elektrochemickych parametri podzemnich vod

Méreni elektrochemickych parametri pH, oxidaéné redukéniho potencialu, vodivosti
a zbytkového kysliku bude provadéno pfimo na pracovisti PVP Bukov ve specialni pratocné

32



Metodika a technické rfeSeni korozniho experimentu TZ 576/2022

cele (Obr. 4) pristrojem WTW Multi 3630 IDS (WTW, Némecko). Elektrody budou pfed
mérenim kalibrovany a v prabéhu feSeni experimentu nahrazovany za nové dle potreby.

Cela pro méfeni elektrochemickych parametrl bude v prvnim kroku promyvana argonem
a poté bude do cely pomoci argonu pfes vzorkova¢ vytlatena podzemni voda, filtrovana
a nasledné budou zméreny pfislusné parametry za "anaerobnich podminek* (proplachovanim
argonem nedocilime uplného odstranéni kysliku ze systému).

e Stanoveni koloidnich &astic v podzemnich vodach

Koloidni ¢astice budou stanovovany v laboratofi pomoci pfistroje Nanophox (Sympatec
GmbH, Némecko). Vzhledem ke zméné teploty podzemni vody a transportu bude méreni
koloidi zaméfeno pouze na potvrzeni jejich pfitomnosti v systému, nebot’ distribu¢ni kfivka
velikosti ¢astic muze byt zkreslena vlivem koagulace viéi stavu, ktery je ve vrtech v pribéhu
experimentu.

Obr. 4 llustracni obrazek elektrochemické cely

e Mikrobiologické analyzy podzemnich vod

Postup zpracovani vzorkll podzemnich vod pro mikrobiologické molekularné-genetické
analyzy je velice podobny analyzam bentonitt, viz kapitola 4.15.2. Prvnim krokem kazdé
takovéto analyzy bude vzdy izolace (extrakce) DNA z odebranych vzorkl podzemni vody
prefiltrovanych a zachycenych na filtrech Sterivex. Samotny filtr bude z plastové kapsule
vyjmut s vyuzitim sterilniho "pipe cutteru”. K izolaci DNA bude vyuzivan kit PowerWater DNA
Isolation Kit (Qiagen/MoBio, USA) a samotny proces izolace bude probihat dle instrukci
uvedenych v protokolu vyrobce kitu. Koncentrace izolované DNA bude nasledné zméfena
fluorimetricky pomoci pfistroje Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Life technologies, USA),
opét dle protokolu vyrobce. 1zolovana DNA bude vyuzita pro amplikonové sekvenovani (dle
postupu popsaného v kapitole 4.15.2) a kvantifikaci konkrétnich skupin mikroorganismu
pomoci qPCR.
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NGS analyzu doprovodi za ucCelem detekce a hlavné (relativni i absolutni) kvantifikace
konkrétnich funk&nich skupin mikroorganism, siran-redukujicich bakterii (SRB), denitrifikacni
bakterii (napf. NRB), Zelezo-redukujicich bakterii (IRB) a celkové bakterialni biomasy, dnes jiz
zcela rutinné pouzivana metoda kvantitativni PCR (QPCR nebo téz Real-time PCR). Analyzy
budou provedeny na pfistroji LightCycler ® 480 Instrument (Roche Biochemicals, USA). Jistou
nevyhodou qPCR je problematicka absolutni kvantifikace vyzadujici standard (porovnavaiji se
tzv. Cq hodnoty ve standardni kfivce), pfiemz ziskani relevantniho standardu pro
environmentalni vzorky obsahujici smés rlznych mikroorganismi o neznamych pomeérech je
velice obtizné, ne-li pfimo nemozné (Dhanasekaran et al. 2010), a v publikovanych studiich
se tento problém bohuzZel obvykle nijak vice nefeSi. Planovano je tedy vyuziti relativni
kvantifikace, tedy srovnani s prvnim odbérem v jednotlivych vrtech, které nestanovuje presny
pocCet bunék, ale pouze zmény v Case.

Pro stanoveni vyskytu konkrétnich funk&nich skupin mikroorganismd ve vzorcich budou
pouzity molekularni markery specifické pro tyto organismy, konkrétné primery RH1-dsr-F
a RH3-dsr-R (Ben-Dov et al. 2007) pro siran-redukujici bakterie, gen kodujici disimilaéni N.O
reduktazu pro denitrifikacni bakterie, konkrétné& primery nosZ-F a nosZ 1622R (Geets et al.
2007) ¢&i specifické 16S primery cilici na Geobacteracreae, mezi které se fadi velké mnozstvi
zelezo-redukujicich bakterii (IRB), konkrétné primery Geo494F a Geo825R (Anderson et al.
1998, Holmes et al. 2002). Pro zhodnoceni celkové bakterialni biomasy budou vyuzity
univerzalni 16S rRNA primery 16SqPCR-F a 16SqPCR-R (Nadkarni et al. 2002).

Pro zpracovani hrubych mikrobiologickych molekularné-genetickych NGS dat (sekvenci) bude
vyuzit software QIIME 2 verze 2021.8 (Bolyen et al. 2019). Ze souboru NGS dat budou
odstranény sekvence s nizkou kvalitou, chimérické sekvence a pfilis kratké sekvence, které
nebyly docteny do konce pozadovaného useku, a to s vyuzitim filtrovani na zakladé kvality
pomoci zasuvkovych modull g2-demux a g2-dada2 (Callahan et al. 2016). Finalni sekvence
tak budou zbaveny nezadouciho Sumu. Z vyslednych o€isténych sekvenci dojde k vytvoreni
unikatnich sekvenénich variant (tzv. ASVs, z anglického amplicon sequence variant), pomoci
g2-feature-classifier pluginu (Bokulich et al. 2018), za pomoci “classify-sklearn naive Bayes*
algoritmu proti databazi SILVA verze 138 (Quast et al. 2012). ASV zacinaji v odbornych
studiich nahrazovat dfive standardné vyuzivané OTU (Callahan et al. 2016). Sekvence, které
se v datasetu vyskytly pouze jednou, nebudou dale vyhodnocovany, nebot se velmi
pravdépodobné jedna o artefakt (sekvenacni chybu) metody. Reprezentativni sekvence (ASV)
se na zavér porovnaji s vefejnymi databazemi — Ganbank a Silva (taxonomické zafazeni),
pfipadné se ruCné dohledaji v literatufe (metabolicka charakterizace mikroorganismu).
Vystupy QIIME 2 budou zpracovany v jazyce R pomoci baliku Phyloseq (McMurdie a Holmes
2013). Pro finalni vizualizaci vysledkl se vyuZiji klasické jednorozmérné (sloupcové, boxploty
aj.), nové pouzivané ,bublinkové” (FAPROTAX) i ordina¢ni (mnohorozmérné) diagramy, coby
obrazové vystupy probéhlych analyz.
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5 Predpokladané vysledky korozniho experimentu

5.1 Predpokladané vysledky v oblasti koroze

Vysledky hmotnostnich Ubytk{ poskytnou informace o priimérné korozni rychlosti, opticka
profilometrie a hodnoceni pfi¢nych fezl zase informace o lokalizaci korozniho napadeni
(Dobrev et al. 2020). V obou pfipadech budou k dispozici Casové fady, které umozni ovéreni
i zpfesnéni jiz dfive vzniklych modell dlouhodobé Zivotnosti ukladacich obalovych soubor(.
Vyvoj lokalizace napadeni umozni lépe korigovat korozni pfidavek tloustky stény UOS.

Znalost slozeni koroznich produktl je nezbytna pro spravné nastaveni modell dlouhodobé
zivotnosti, protoze hlavnim déjem je transport iontll skrze nové vznikajici vrstvu koroznich
produkt. Objem vznikajicich koroznich produktd a jejich pérovitost jsou hlavnimi parametry
uréujicimi rychlost korozniho napadeni (Dobrev et al. 2020, Forman et al. 2021).

Vyskyt specifickych koroznich produktd (Gondolli et al. 2018) mize ve spojeni
s mikrobiologickou analyzou pomoci pfi stanoveni vlivu mikroorganismd na rychlost
a lokalizaci korozniho napadeni (napf. mackinavit FeS vznika pfi plsobeni sulfat-redukujicich
bakterii, trojmocné korozni produkty goethit a lepidokrokit FeEOOH zase za pfispéni
denitrifikujicich bakterii). Vznik kfemicitanovych koroznich produktd je dikazem hydrolyzy
vody v omezeném objemu elektrolytu u povrchu oceli a lokalniho poklesu pH. Tento jev vede
k lokalizaci napadeni, nicméné je doCasny, a pravé vznik kiemicitan( (greenalit, croenstedtit,
berthierin) lokalni napadeni vyznamné zpomaluji (Forman et al. 2021).

5.2 Predpokladané vysledky v oblasti bentonitu

Vysledky v oblasti bentonitu shrnuje Tab. 1. Z divodu rozdilného obsahu montmorillonitu
a jiného dominantniho vyménitelného kationtu pouzitych bentonitd ofekavame v nékterych
aspektech rozdilné vysledky. Celkové Ize pfedpokladat malé zmény v monitorovanych
parametrech na rozhrani kovovy vzorek/bentonit a topidlo/bentonit. Odhadujeme, Ze tyto malé
zmeény na rozhranich budou zanedbatelné v celkové mase bentonitu (oblast C).

Tab. 1 Odhad pravdépodobnosti vyskytu pfedpokladanych vysledk( pro oba typy pouzitych bentonitt

Lozisko bentonitu BCV BARA KADE
eroze bentonitu nepravdépodobné pravdépodobné
vlivem odplaveni

erodovanych ¢astic bentonitu
dojde se snizeni objemové
hmotnosti bentonitu

shizeni objemové hmotnosti | pravdépodobné pravdépodobné

v pfipadé technologickych|v pfipadé technologickych
spar a netésnosti aparatury | spar a netésnosti aparatury
Ize oCekavat vybobtnani a tim | Ize oCekavat vybobtnani a tim
zmenseni objemové | zmenseni objemové
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Lozisko bentonitu BCV BARA KADE
hmotnosti bentonitu (a | hmotnosti bentonitu (a
pfisluSnych odvozenych | pfislusnych odvozenych

parametrtl — vlhkost, porozita
apod.)

parametrl — vihkost, porozita
apod.)

zména chemického slozeni

malo pravdépodobna

Lze ocCekavat velmi malé
zmény, které budou na
hranici stanovitelnosti.
V pfipadé vyznamngéjsi
zmény zastoupeni
vymeénitelnych kationtd se to
projevi v chemickém sloZeni.

V pfipadé vyznamné
mikrobialni aktivity Ize
oCekavat zmény ve fazich

obsahuijici uhlik a siru.

malo pravdépodobna

Lze oCekavat velmi malé
zmény, které budou na
hranici stanovitelnosti.
V pfipadé vyznamngéjsi
zmény zastoupeni
vymeénitelnych kationtl se to
projevi v chemickém slozeni.
V pfipadé vyznamné
mikrobialni aktivity Ize
oCekavat zmény ve fazich
obsahuijici uhlik a siru.

zmeéna
slozeni

mineralogického

malo pravdépodobna

Lze ocCekavat velmi malé
zmény, které budou na
hranici stanovitelnosti. Na
styku s topidlem a i koroznimi
vzorky Ize oCekavat
mineralogické zmény. Za
hydrotermalnich  podminek
lze  oCekavat  odplaveni
rozpustnych mineralnich fazi
a mirné navySeni obsahu
montmorillonitu (a
pfislusnych odvozenych
parametr(l - CEC,
SSA_EGME)

malo pravdépodobna

Lze ocCekavat velmi malé
zmény, které budou na
hranici stanovitelnosti. Na
styku s topidlem a i koroznimi
vzorky Ize oCekavat
mineralogické zmény. Za
hydrotermalnich  podminek
lze  ocCekavat odplaveni
rozpustnych mineralnich fazi
a mirné navySeni obsahu
montmorillonitu (a
prislusnych odvozenych
parametr( - CEC,
SSA_EGME)

zména koncentraci
vyluhovatelnych ionta

pravdépodobna

Za
podminek
odplaveni

hydrotermalnich
lze  odekavat
rozpustnych
mineralnich fazi, a tedy
snizeni mnozstvi
vyluhovatelnych ionta.

pravdépodobna

Za
podminek
odplaveni

hydrotermalnich
lze  olekavat
rozpustnych
mineralnich fazi, a tedy
snizeni mnozstvi
vyluhovatelnych iontu.
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Lozisko bentonitu BCV BARA KADE

zména zastoupeni | pravdépodobna pravdépodobna

vyménitelnych kationtt - . , - . .
Y y Ustalovani rovnovahy mezi|Ustalovani rovnovahy mezi

bentonitem a  podzemni|bentonitem a podzemni
vodou povede ke Kkationto-|vodou povede ke kationto-
vyménnym reakcim | vyménnym reakcim
vedoucim ke zménam | vedoucim ke zménam
zastoupeni vymeénitelnych | zastoupeni vymeénitelnych
kationtd. kationtd.

o Vysledky mikrobiologie

Predpokladanym vysledkem v oblasti mikrobiologie bentonitu bude stanoveni kvalitativniho
slozeni mikrobialniho konsorcia se zaméfenim jak na taxonomickou strukturu, tak funkéni
strukturu, kdy k dominantnim taxonim budou dohledavany jejich funkéni profily. Ddraz zde
bude kladen na mikroorganismy, které maji potencial ovlivnit (zrychlit) korozi obalového
souboru a dale pfedevSim na mikroorganismy, které teoreticky mohou ovlivnit strukturu
bentonitu (napf. IRB). Diky vyuZziti metody qPCR bude mozZno sledovat zmény abundance
v§ech mikroorganismu v ¢ase a zaroven zmény jednotlivych funk&nich skupin v ¢ase. Mnozstvi
mikrobialni DNA a hodnoty Cq genu 16S rDNA ziskané z qPCR analyzy budou indikatorem
mnozstvi mikrobialni biomasy.

5.3 Predpokladané vysledky v oblasti podzemnich vod

U elektrochemickych parametrt predpokladame, Ze se pH bude pohybovat nad hodnotou 7
vlivem rozpousténi uhli¢itant z bentonitu, které zvysi i vodivost podzemni vody (Dobrev at al.
2021). Oxidacné redukéni potencial by po prepoctu vuci standardni vodikové elektrodé mél
byt v zapornych hodnotach a zbytkovy kyslik na hranici detekce. V dlouhodobém horizontu by
pak meélo dochazet k poklesu vodivosti vlivem snizeni koncentrace rozpusténych uhligitana.
Dlouhodoby vyvoj pH bude do znac¢né miry zaviset na metabolickych produktech
mikroorganism, nap¥. pfi produkci acetati by mohlo pH mirné klesat pod hodnotu 7.

U chemickych rozbori podzemnich vod ofekavame hlavné narust koncentrace sodiku
a hydrogenuhli¢itant v dusledku jejich rozpousténi z bentonitu. Jejich koncentrace by pak
v dlouhodobém horizontu méla pravdépodobné klesat.

U vrt s bentonitem BARA KADE predpokladame vice koloidnich &astic v podzemni vodé nez
v pfipadé ¢eského bentonitu BCV.

Pfipadné trendy v chovani podzemnich vod by mohly v kombinaci s vysledky z analyz
bentonitu pomoci s predikci dlouhodobého chovani bentonitu.

Pfedpokladanym vysledkem v oblasti mikrobiologie podzemnich vod bude stanoveni
kvalitativniho slozeni mikrobialniho konsorcia se zaméfenim jak na taxonomickou strukturu,
tak funkéni strukturu, kdy k dominantnim taxontm budou dohledavany jejich funkéni profily.
DuUraz zde bude kladen na mikroorganismy, které maiji potencial ovlivnit (zrychlit) korozi
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obalového souboru. Diky vyuziti metody gPCR bude mozno sledovat zmény abundance vSech
mikroorganismd v ¢ase a zaroven zmeény jednotlivych funkénich skupin v €ase. Mnozstvi

mikrobialni DNA a hodnoty Cq genu 16S rDNA ziskané z qPCR analyzy budou indikatory
mnozstvi mikrobialni biomasy.
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6 Nejistoty reseni
6.1 Nejistoty koroze

Nejistoty ve stanoveni rychlosti korozniho napadeni jsou dvojiho druhu. Za prvé se jedna
o faktory ovliviujici celkové korozni napadeni. Do této kategorie patfi zejména transport
rozpusténych koroznich produktd, ktery ovliviiuje zejména uroven zhutnéni bentonitu a fazové
sloZeni koroznich produktl. Za druhé, je lokalizace korozniho napadeni ovliviiovana velmi
Sirokou Skalou faktord. Mezi nejdulezitéjSi patfi nerovnomérna saturace, pfitomnost
zbytkového Kkysliku, nehomogenni mikrostruktura oceli, pfitomnost preferenénich cest

a plUsobeni mikroorganismd.

Pouziti velmi Cisté oceli bez karbidotvornych prvk( vyrazné omezuje vliv mikrostruktury.
Provedeni experimentu pak v podstaté vyluCuje vliv zbytkového kysliku a nerovnomérné
saturace, protoze cely budou odvzdu$nény v anaerobnim boxu a tamtéZz i syceny
demineralizovanou vodou.

1) Lokalni objemova hmotnost bentonitu

Planovana kone¢na objemova hmotnost po nabobtnani bentonitu by méla odpovidat
1600 kg m=. To je vSak primérna objemova hmotnost a je mozné, Ze v okoli vzorku, kde jsou
technologické mezery na drovni 0,1 mm, muze byt lokalné objemova hmotnost nizSi. Tento
fakt ale odpovida realité, kdy pfi ulozeni rovnéz bude mezi UOS a bentonitem technologicka
mezera. Navic niz8i lokalni objemova hmotnost poskytuje konzervativni data, protoze korozni
rychlost klesa s rostouci objemovou hmotnosti (Forman et al. 2021; Smart et al. 2017; Marsh
a Taylor 1988).

2) Slozeni koroznich produkti

Fazové slozeni koroznich produkti je kliCové pro stanoveni dlouhodobé Zivotnosti UOS.
Verifikace kratkodobého modelu muze Uuspésné probéhnout se znalosti slozeni kratkodobych
metastabilnich koroznich produktt. Je v§ak mozné, Ze desetiletd expozice bude kratka pro
dosazeni termodynamicky stabilnich koroznich produktl. Stejné jako v pfedchozim pfipadé se
v8ak pfi pouziti modelu zalozeného na kratkodobych datech jedna o konzervativni fesent,
protoZe dlouhodobé stabilni korozni produkty maji vétsi objem, vice omezuji transport a vice
snizuji korozni rychlost.

3) ,Scale effect a absence preferenéni cesty

Malé rozméry experimentu témér vyluCuji nerovnomérnou saturaci a moznost vzniku
preferenc€nich cest (trhlin v bentonitu), které by v experimentu o vétSich rozmérech vzniknout
mohly. Tento fakt je dvouseény. Na jednu stranu se v experimentu dostdvame do vice
utésnéneho systému, ktery odpovida situaci pfi pozdéjSich periodach uloZeni. Na druhou
stranu nebudou k dispozici kompletni data o vlivu lokalizace korozniho napadeni na pocatku
uloZeni.

4) Mikrobialni koroze

Lokalizaci korozniho napadeni nejvice ovliviiuji mikroorganismy. Pfestoze budou k dispozici
po kazdém cCasovém Useku detailni mikrobiologické rozbory bentonitu a v prubéhu
experimentu i rozbory okolni vody, je potfeba vzit do uvahy, Ze vyvoj mikrobialniho konsorcia

39



je velmi dynamicky jev. | nepatrné rozdily v podminkach jednotlivych vrtd mohou vést k rozvoji
odliSnych konsorcii. Vyznamné korozni napadeni pak mohou zplsobovat kmeny bakterii, které
mohou v tomto experimentu pusobit pouze kratkodobé. Z hlediska korozniho napadeni je pak
5 ¢asovych bodu v pribéhu 10 let pfili§ malo ke stanoveni kinetiky lokalniho napadeni
zpusobeného mikroorganismy.

Tento faktor povazujeme za kliCovy. Pfestoze v experimentu je maximalni snaha o dikladnou
kontinualni analyzu a popis mikrobialnich d&jtl, je potfeba vzit tuto nejistotu v potaz. Reenim
by bylo pouziti kontinualni techniky monitorujici korozni napadeni nepfetrzité (rezistometrie,
elektrochemicky polarizaéni odpor), ale tyto metody jsou v souCasném experimentalnim
uspofadani technicky velmi obtizné realizovatelné, protoze potfebuji elektrické kontakty
vyvedené mimo vrt a ze stejného duvodu jsou navic i dlouhodobé nespolehlivé, protoZe jsou
kontakty nachylné k mechanickému poruseni.

6.2 Nejistoty bentonit

Jako hlavni nejistotu v ramci analyz bentonitll po experimentu se jevi ziskani dostate¢ného
mnozstvi vzorkl pro provedeni vSech planovanych analyz. Tato nejistota je nejvyznamné;si
pfi odebirani bentonitd z oblasti kovovych vzork(. Je také potfeba upozornit, Zze bude snaha
ziskat dostatecné mnozstvi vzorku bez ohledu na orientaci v modulu (v dané oblasti A, B a C),
tedy nebude patrné mozné ovéfit pfipadnou prostorovou nehomogenitu v dané zajmoveé
oblasti.

Stanoveni vlhkosti bentonitl po experimentu bude zatizeno nejistotou danou okamzitym
samovolnym susenim vzorkd v rukavicovém boxu. Stanovené hodnoty tedy budou nizsi, nez
jaky byl skute€ny stav v experimentu.

Mineralogické zmény v nahodné orientovanych vzorcich bentonitd nemusi byt v dusledku
detek&niho limitu nebo vzniku amorfnich fazi detekovatelné pomoci XRD (napf. Svensson et
al. (2011, 2017)). Stanoveni vyluhovatelnych iontl, stanoveni CEC a SSA vyzaduje pomérné
velké mnozstvi vzorku, je mozné, ze nebude dostateCné mnozstvi vzorku pro vSechny
planované analyzy. Obecné mulze byt problém u planovanych metodik, Ze jejich mez
stanovitelnosti bude vetSi nez pfipadné zmény v bentonitu a nebude je tak mozné
kvantifikovat.

U stanoveni CEC v oblasti kovovych vzorkGh mlze dochazet ke zkresleni vysledkd viivem
.kontaminace“ méfeného vzorku ze zajmové oblasti okolnim bentonitem nebo koroznimi
produkty.

U nékterych analyz nebude pravdépodobné mozné interpretovat vysledek s jednoznacnym
oduvodnénim divodu vzniku pfipadnych zmén, zda vzniklé zmény jsou vlivem transportnich
procesu, chemickych reakci nebo vlivem mikrobidlni aktivity v systému. Jako pfiklad Ize uvést
TOC.

Stejné jako v pfipadé podzemnich vod nize, i u bentonitll je z mikrobiologického hlediska
relevantni vSudypfitomné riziko kontaminaci (v pfipadé bentonitd se jedna o extrémné chudé
prostfedi, co do mnozZstvi biomasy). Navic jsou (nejen) molekularné-genetické analyzy
blokovany schopnosti bentonitu vyvazovat na svém povrchu DNA i rlizné reagencie. Kone¢né
vysledky sekvenacnich analyz bentonitd jsou z hlediska interpretace ve srovnani se vzorky

vvvvvv
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extrakci ze vzorkd bentonitd. Hodnoty koncentrace DNA jsou obvykle pod detekénim limitem
méfeni. Nizké koncentrace vstupni DNA vedou obecné& ke zvySenému zastoupeni
kontaminaci. | proto bude kromé& pfimé izolace DNA z dodaného vstupniho praskového
bentonitu (vysoké riziko, ze z materidlu nedostaneme dostatek kvalitni DNA) vyuzito
screeningu bentonitu v suspendovaném stavu s ponechanim uréitého Casu pro rozvoj
pFitomnych mikroorganismu a naslednou vyS$si Sanci na jejich zachyceni.

6.3 Nejistoty podzemni vody

Nejistoty u vysledkld chemického slozeni podzemnich vod a jejich elektrochemickych
parametrl budou dany rozdilnosti podminek v jednotlivych vrtech. V pfipadé vyraznéjSich
rozdild mezi jednotlivymi vrty bude srovnani dlouhodobého vyvoje stanovenych hodnot
komplikované.

Méreni oxidacné redukéniho potenciald maze byt ovlivnéno zbytkovym kyslikem v cele po
promyti argonem. Vzhledem k tomu, Ze nelze technicky pfipravit v cele anaerobni podminky,
mohou byt stanovené hodnoty zkreslené oproti podminkam ve vrtu.

Analytické metody maji obecné mez stanovitelnosti, v pfipadé stanoveni hodnot pod touto
mezi nelze vysledky kvantitativné interpretovat. Pod touto mezi ale neni vylou€ena pfitomnost
dané latky, tedy v pfipadé hodnot pod mezi stanovitelnosti nebudeme moci uréit, zda je analyt
ve vodé pfitomen anebo ve vodé& neni, pokud ndm dana laboratof neposkytne detailnéjsi
informace.

U méfeni koloidnich ¢astic jsou nejistoty dany zménou podminek vici podminkam ve vrtech
a Casovou prodlevou mezi odbérem a analyzou. Dale je vyhodnoceni koloidnich Castic
zalozeno na Rayleighové rozptylu tedy pro kulovité ¢astice, pficemz koloidni ¢astice bentonitu
by nemély mit kulovity tvar.

V pfipadé nejistot tykajicich se obecné odbérd a vyhodnoceni mikrobiologickych vzorkl
podzemnich vod je zde nékolik aspektld. Monitoring podzemnich vod — vzhledem k opravdu
nedostate¢né ¢asové dotaci mezi odvrtanim 11 experimentalnich vrtl a pozadavkem smlouvy
na predlozeni vysledkl za prvni rok, budou tyto vysledky muset byt dosazeny na zakladé velmi
rychle po sobé jdoucich odbérd, které nebudou moci byt rozlozeny po cely rok tak, jak tomu
jiz poté bude v nasledujicich letech. Stejné jako v pfipadé bentonitd, i u podzemnich vod je
relevantni v8udypfitomné riziko kontaminaci (vzhledem i k obvykle na biomasu velmi chudému
prostiedi, které se vzorkuje). V pfipadé, Zze budou ve vodé pfitomny koloidy ve vétSim
mnozstvi, m0ze objem odebrané a redlné filtrované vody klesnout pod optimalnich
300-1000 ml.

6.4 Nejistoty technického rfeseni a umisténi vrtu

V samotném technickém feSeni experimentu jsou nejistoty, které mohou ovlivnit jeho vysledek,
ale Ize je pouze minimalizovat. Konkrétné se jedna o rovhomérnost teploty po vySce modulu.
Je pravdépodobné, ze vlivem rozdilného odvodu tepla v horizontalnim a vertikalnim sméru,
nebude teplota v jednotlivych patrech se vzorky stejna. Rozdil by vSak nemél byt vyrazny a vliv
na rovhomeérnost teploty by nemél byt zasadni. Pfestoze bude provedeno testovani sestavy
v laboratofi, skute¢ny rozdil teplot budeme znat az po instalaci sestav do vrt(.
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Vzorkova¢ pro odbér podzemnich vod je feSen tak, ze se postupné vytlacuje voda z oblasti
pod mechanickym obturatorem smérem k modulim. Je pravdépodobné, Ze teplota vody pod
mechanickym obturatorem bude jina nez v oblasti u modull, a zaroveri mohou byt i po vySce
vrtu stratifikovany mikrobialni komunity. Navic by mohlo dochazet pfi odbéru podzemni vody
K jejimu promichavani v ramci vrtu a analyzované vysledky budou "prdmérnym® slozenim
a nebudou zcela odpovidat skute€nému stavu po vysce.

V jednotlivych vrtech by mohly byt vlivem puklinového systému rozdilné podminky, které by
mohly ovlivnit mikrobialni komunity, a srovnani dlouhodobého vyvoje v jednotlivych vrtech by
tak bylo ne zcela korektni.

V pfipadé, ze by odbér podzemnich vod ovliviioval podminky ve vrtech (pfitok okysli¢ené vody
apod.), budeme mit znaénou nejistotu v tom, zda by se systém z mikrobiologického hlediska
vyvijel stejné, pokud by se do néj nezasahovalo.
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8 Elektronické prilohy

Pfiloha 1 Materialovy list BENTONIT BCV
Pfiloha 2 Materialovy list BENTONIT BARA KADE
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