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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace je studium biosorpégkych kowi medi, olova a zinku
termofilnimi  bakteriemi rodu Geobacillus — G. thermodenitrificans CCM 2566
aG. thermocatenulatuCCM 2809. Biosorpce byla provémh ve vsadkovém usfamani
s michanim pro kazdy kov zvta&Zkouman byl vliv pH, koncentrace biomasy adeni
koncentrace kovu na sa kapacitu bakterii. U obou bakterii bylo pro ligsci méd’natych
iontd optimalni pH 5, pro biosorpci olovnatych iGnpH 4 a zinénatych pH 5. Sorfni
kapacita obou bakterii byla vys&i piZSich koncentracich biomasy a zvySovala ses®uci
pocateni koncentraci kovu. Porovnanim sémgch kapacit bylo zjigho, Ze bakterie
G. thermocatenulatusd &tSi sorgni potencial nex. thermodenitrificans

ABSTRACT

The aim of this master's thesis is to study thedmgation of heavy metals copper, lead and
zinc on thermophilic bacteria of the germasobacillus— G. thermodenitrificans<CCM 2566
andG. thermocatenulatu€ CM 2809. Biosorption was carried out in a battires] system
for each metal separately. The influence of pH,mass concentration and initial metal
concentration on sorption capacity of bacteria wagestigated. For both bacteria the
optimum biosorption pH values for copper, lead amt were 5; 4 and 5, respectively.
Sorption capacity of both bacteria was higher avelo concentrations of biomass and
increased with increasing initial metal concentmatiThe confrontation of sorption capacities
showed that the bacteriun®. thermocatenulatushas greater sorption potential than
G. thermodenitrificans
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UvoD

Kazdym rokem je tiznymi pimyslovymi od¥tvimi vyprodukovano obrovské mnoZzstvi
odpadi, které obsahujickké kovy. Ty se dostavaji do Zivotniho presli, zejména vod, kde
perzistuji a gsobi toxicky. Proto jeféba tyto odpadyipd vypustnim do zZivotniho prosgedi
téZkych kowi zbavit. Za timto &lem bylo zavedeno ¢€kolik technologii, pevazr
fyzikalnich a chemickych postip které se &n¢ pouzivaji ve velkém #titku. Tyto
konveréni metody jsou vSak ztee drahé a v fipadt nizkych koncentraci kdvnejsou pilis
efektivni. Velkym problémem je také z ekologickéhlediska nefiznivy vznik odpadniho
toxického kalu, ktery jeféba bd’ uskladnit nebo zlikvidovat, coZ'gdstavuje dalSi naklady
[2].

Pozornost je proto sffovana k hledani jednoduché, efektivni, levné aakioké metody.
Takovou metodou se zda byt biosorpce, ktera jezealkd na schopnostianych biologickych
materiah vazat kovy na svou bgtnou sénu. Biosorpce je pasivni, neni zavisla na
metabolismu butk, a ntize byt proto uskut@ovana inaktivovanodi nezivou biomasou. To
je také jedna z vyhod, protoZze odpada nutnost wdtzmodminky proist [3].

Z hlediska biosorgnich schopnosti bylo testovano mnoho drubhiomas, vhodné
biosorbenty s vysokymi satpimi potencialy byly nalezeny zejména méeéasami, houbami,
kvasinkami i bakteriemi. Co sedy bakterii, ¥tSina studii proghla hlavié s mezofilnimi
druhy, pouze &kolik vysledki bylo publikovano o biosotmich schopnostech termofilnich
druhi. Termofilni mikroorganismy rostou fip teplotach vysSSich nez 45 °C, kegiti
v takovych podminkach jsouuzr¢ adaptovany, mimo jiné také zvySenym obsahem
fosfolipida v buice. Nektera termalni prosedi také casto mivaji vysSi koncentrace
rozpusénych kowi. Vlivem tchto faktofi mohou mit bu&nou sénu nizné uzpisobenou,
a proto i biosorpceémito mikroorganismy se tize kvantitativeé i kvalitativné liSit od
biosorpce mezofilnimi mikroorganismy [48, 49].

Cilem této prace je tedyippét k rozsteni poznati tykajicich se biosogmich schopnosti
termofilnich mikroorganisiin



1 TEORETICKA CAST

1.1 Biosorpce

Znegisteni vod €zkymi kovy a mozné Zjsoby napravy jsouipdnttem zajmu jiz gkolik
desetileti. TZké kovy se dnesébné odstraiuji fyzikalnimi a chemickymi zfsoby, mezi
negastji pouzivaneé pat:

» chemické sréazeni, které je zaloZzeno na vzniku mpestaych slogenin viivem

koagulant, které jsou nasledrodfiltrovany; je to sice levny a jednoduchy postale
vznika @i ném velké mnoZzstvi toxického odpadu,

» adsorpce nadiné sorbenty jako je aktivni uhli,

e Jjontova vyneéna, kde kovové ionty jsou nahrazeny ménebezpénymi ionty
z pryskyic; je to efektivni metoda, ale pé@nmé drahd,

» chemicka oxidace a redukcéi které vznikaji nerozpustné oxidy nebo kovy,

* mikro/nano/ultra filtrace a reverzni osmoza, kdeujkovy separovany pod tlakem
pies membranu (jednotlivé metody se liSi ve velikpétii); jsou to drahé metody,

» elektrochemickécisteni, velmi draha technologie, kterd se hodi jen pysokeé
koncentrace kay[1].

Tyto postupy vSak nejsou efektivnii ppdstraiovani kowi z velmi Zedinych roztoki
a navic pi nich vznika sekundarni odpad, ktery je nutné dalacovat nebo uskladnit [2].

Biosorpce je schopnostkterych druli mikrobialni nebo rostlinné biomasy na sebe vazat
kovy z vodného progtdi. Na rozdil od mnohem komplej$iho procesu bioakumulace
zaloZzeném na aktivnim metabolismu, biosorpce jevpasa metabolismu nezavisla aire
byt uskuténovana inaktivovanoti nezivou biomasou [2, 3].

Hlavni vyhody biosorpce oproti konv@arim metodam jsou tyto:

* nizka cena - pouzitim nezivé biomasy odpada nuthogdévat Ziviny, biomasa ine

byt navic ziskana jako odpadni produkkteré pfiimyslové fermentace,

» vysoka efektivita a rychlost - proces trvéadech minut az hodin,

* minimalizace odpadu,

* moznost regenerace biosorbentu,

* moZnost optovného ziskani kovu - vyhodné zejméria \@EtSi hodnot a mnozstvi
kowvu,

* proces biosorpce neniizen buikou, nevyskytuji se problémy s metabolickymi
produkty, neziva biomasa také neni nachylna k tgxit (¢inkim kowi. Biosorpce
diky tomu také nemusi probihat jen za podminek mitcid pro Zivé biky [2, 4].
Principem biosorpce jsou fyzikalrchemické interakce mezi kovem a fdnkmi
skupinami pitomnymi na povrchu mikrobialni kily. SloZit4 struktura bugnych sén
mikroorganisni nazn&uje, Ze existuje mnoho moznosti sorpce kovuisBp biosorpce se
bude liSit i mezi jednotlivymi typy mikroorganism praw z divodu rozdilnych staveb
burgénych sen, jak Ize vidgt z Obr. 1.Rasy obsahuji velké mnoZstvi alginatu a fukoidinu,
houby maji vyraznou chitinovou vrstvu, grampozifivibakterie maji zase silnou



peptidoglykanovou vrstvu (t¥b az 90 % bu&né sény) s teikoovymi a teikuronovymi
kyselinami. Gramnegativni bakterie maji naopak igegtykanovou vrstvu velmi tenkou
(tvori pouze 10 — 20 %) a neobsahuiji teikoové kyselngd touto vrstvou vSak maji jest
vngjSi membranu, ktera je sloZzena z fosfolipitipoproteini a lipopolysacharidl [3, 5].

a
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proteiny @
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bunéina sténa S
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b GRAM POZITIVNI BAKTERIE

s VSNV
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plazmaticlka T- TT @f ?T@ "
rmermbrana . ]l E, fosfolipidy i

C GRAM NEGATIVNI BAKTERIE
: !
vnEj&i povich lipopoklysacharidy ﬁ:;l’r
LI membrana  lipoproteiny |:

bhunééna sténa © peptidoglykany =

plazmaticka QTE—§5E£E TT@ fasfolipidy 5

membrana proteiny ES

d HOUBY
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- glukany
wa s & proteiny @
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: chitinové vidkna »——

D D 3

Obr. 1.: Schématické znazém burécnych sén ras, G+ a G- bakterii a hub [3]
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VSechny vySe zmimé biopolymery jsou vydatnym zdrojem kovy vazajicfankénich
skupin (Tab. 1). Nejvyznangsimi funkénimi skupinami jsou karboxylové, sulfatoveé,
amidové, fosfatové a fosfodiesterové skupiny. Neyv¥ZSak pitomnost &chto skupin
zarwtuje jejich dostupnost pro biosorpci, iakvili konformaci a stérickym zabranam [2, 6].

Tab. 1: Hlavni funéni skupiny uplatujici se gi biosorpci [3]

Funkeni skupina vzorec pKa ligand vyskyt
Hydroxyl —OH 9,5-13 @) PS, KU, SPS, AK
Karbonyl >C=0 - O peptidova vazba
-C=0
Karboxyl | 1,7-4,7 O KU, AK
OH
Sulfhydryl —SH 8,3-10,8 S AK
O
I
Sulfat -S=0 1,3 O SPS
I
O
Thioether >S - S AK
Amin —NH; 8-11 N chitosan, AK
Sekundarni amin >NH 13 N chltqsan,'PG,
peptidova vazba
-C=0
Amid | - N AK
NH,
Imin =NH 11,6-12,6 N AK
—C-N-H
Imidazol || >CH 6,0 N AK
H-C-N
OH
|
Fosfat -P=0 6,1-6,8 o] fosfolipidy
|
OH
. >P=0
Fosfodiester | 15 0 KT, LPS
OH

PS — polysacharidy, KU — kyselina uronova, SPSIfatewané polysacharidy, AK — aminokyseliny,
PG - peptidoglykan, KT — kyselina teikoova, LP$epolysacharidy
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1.1.1 Mechanismy biosorpce

Vazba kowi pii biosorpci je umozéna rekolika riznymi mechanismy jako je iontova
vymeéna, fyzikalni adsorpce, tvorba kompigxchelatace, mikroprecipitace nebo zachyceni
v kapilarach matrice bwiné stny. Funguji nezavisle na sbta k celkové sorpci kovu
dochazi jejich kombinaci. Zastoupeni jednotlivyclcimanisni se kvantitativa i kvalitativné
liSi podle pouzitého mikrobialniho druhuiymdem biomasy a pouZzitym postupem [6].

1.1.1.1 lontova vyn#gna a adsorpce

lontovd vynéna je dileZitou gredstavou o biosorpci, protoZze pomoci ni Ize wifgv
mnoho poznatk ziskanych Bhem experimerit Na rozdil od adsorpce (Obr. 2), ktera
predpoklada, Ze vSechna vazebna mista na sorbentuvgdna a ihned ifistupna sorbatu
z roztoku, jak popisuje rovnice (1), je iontewyménny model zaloZen na principu
vyjadieném rovnici (2):

B+ M' < BM, (1)

kde B je volné vazebné misto, Mkovovy kation a BM je adsorbovany kov vazany na
sorbent,

BH + M" — BM + H', (2)

kde vazebné misto B je obsazeno protonem H, kienfastni iontové vyrny s kovovym
kationem M. Stechiometrie neodpovidéipadu, kdy se sorbuje dvoumocny kovovy kation, a
musi se tak uvolnit dva protony [7].

ADSORPCE IONTOVA VYMENA

f
‘IE

1
£
T

i
{

Obr. 2.: Rozdil mezi adsorpci a iontovou ¥iou [8]

lontova vynéna vSak biosorpci také nepopisuje zcdiesg, a to z toho dvodu, Ze poita
s konstantnim ptem volnych vazebnych mist, coz neplati pro sygtémenicim se pH.
Mira elektrostatické ifitazlivosti pi biosorpci je zavisla na typu a mnozstvi vazebnydbt
v biomase a na tom, zda jsou tato mista ionizov#tzo obsazena protone#h n¢jakym
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jinym iontem. To mé& zase souvislost s pH a,pldnotlivych funknich skupin.
Aminoskupiny jsou v protonované foékladré nabité a v deprotonované jsou neutralni.
Karboxylové, sulfatové a fosfatové skupiny jsou tréani v protonovaném stavu
a v deprotonovaném jsou negativmabité, coz zjsobuje pitahovani kovovych katian[7].

1.1.1.2 Tvorba komplex, chelatace

Komplex je polyatomickd sl@enina tvdena z jednoho nebo vice centralnich atom
(obvykle kovového kationu) obklopenych ligandy, rétgsou na & vazany. Ligandy se
rozliSuji podle poétu skupin, kterymi jsou schopny se vazat na kodndeazné ligandy se
vazi pouze fes jednu koordinmi skupinu a obvykle tud ve vod rozpustné iontové
komplexy. Vicevazné ligandy obsahuji vice nez jedamebnou skupinu. Pokud se takovy
ligand vaze na jediny centralni kov, ozog se jako chelatai cinidlo a komplexy se pak
nazyvaji chalaty, kde kovovy ion je uzem v cyklu. \&tSina chelatovych ligaridobsahujeit

Na biosorpci kou tedy Ize pohlizet jako na tvorbu komplex daného kovu a vicevazného
ligandu, ktery se vyskytuje na btimém povrchu. Vazbatenych kovovych iont na
biomateridly siznymi funkinimi skupinami zavisi na elektronegaidyit ionizainim
aredoxnim potencidlu a polém danych kovovych ioidt Bylo zjiS&no, Ze
elektronegativ§Si kovovy ion je k povrchuiftahovan silgji [7].

1.1.2 Faktory ovliviiujici biosorpci

Jak jiz bylo uvedeno, biosorpce nemusi probihgbadminek vhodnych pro zivé tky,
teoreticky by se mrtva biomasa mohla pouzit v jak@improstedi, avSak samotny proces je
ovliviiovan rgékolika faktory, které mohou mit vyznamny vliv nargini kapacitu sorbentu
nebo rychlost sorpce a je tedy nutné je brat vzpdBosorpce je ovlivéna zejména pH,
koncentraci a druhem biomasyitpmnosti dalSich kay teplotou a péateeni koncentraci
kovu [4].

1.1.2.1 pH

Vodikovy exponent jeiejme¢ nejvyznamgijSim faktorem biosorpce. Oviiwje rozpustnost
kovi, ionizaci funknich skupin bu&nych sén biomasy a kompetitivnost kdvV zavislosti
na pH se mni dostupnost volnych vazebnych misti RzSi hodnot pH jsou tato mista
castén¢ protonovand, coz znemafe pistup klad@ nabitych kovovych iorit
Pti dostatén¢ nizkém pH jsou protonovana vSechna vazebna mdstlgchazi tak k uplné
desorpci navazanych kovovych iantehoz se vyuzivaipregeneraci biosorbentu. Na druhou
stranu, extrémni hodnoty pH mohou poskodit struktbiosorbentu. Biky se deformuji
a dochazi ke snizeni somp kapacity. B vySSim pH se zase vyznameniZuje rozpustnost
kovt, vznikaji hydroxidy kow, které se srazeji a znesnag tak biosorpci. ProatSinu kova
se ukazalo jako nejvhodsi rozmezi pH 3 -6 (Obr. 3.) [4, 7, 9].
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Obr. 3.: Zavislost biosorpce na pH roztoku [9]

1.1.2.2 Teplota

Teplota ovliviuje stabilitu kovu v roztoku, konfiguraci b&mé sEny nebo stabilitu
komplexu buky s navazanym kovem. Obe&cma vSak teplota mnohem mensi vliv nez
ostatni faktory, zejména pokud se pohybuje mezi-285 °C. Biosorpce dkterych kowi
(uranu, n&di) dokonce niZe probihat bez omezeni v Sirokém teplotnim intari4 7].

1.1.2.3 Koncentrace a druh biomasy

Velké mnozZstvi druin biomasy bylo studovano z hlediska svych biogoigh viastnosti —
fasy, bakterialni biomasa, biomasa hub i rostlinloBgjistno, Ze vliv ma nejen druh, ale
i rastové podminky (kultiveni médium), fyziologicky stav a &k biomasy. Pokud jde
o koncentraci biomasy, jevi se pouziti vysoké kotreee nefiliS efektivni, naopak
pii nizSich koncentracich dochazi k vy§Simu speaificld Fijmu kovu [4, 7].

1.1.2.4 Pritomnost dalSich ka¥

Biosorpce jednoho druhu kovuuie byt snizena,ffpadré dokonce znemona jinym
druhem kovu Htomnym v roztoku. Mira inhibice biosorpce dandtavu zavisi na sile,
kterou se jednotlivé kovy vazi na biomasu. Okeplati, Ze lehké kovy (alkalické a kovy
alkalickych zemin) se vazi slgbnez €zké kovy nebo radioaktivni prvky. Protéiggmnost
lehkych kowi prilis neovliviiuje sorpci kow téZkych. Mezi samotnymigkymi kovy se sla®
vaze zinek, ktery je proto vice ouliovan jinymi kovy [7].
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1.1.3 Rovnovaha biosorgniho procesu

Biosorpce probihda v systému pevné faze (sorbenbledicky material) a kapalné faze
(obvykle voda) obsahuijici rozpéBbu latku, ktera se ma sorbovat (sorbat — kovownéy)o
Sorbat je diky afinit pfitahovan a vazan na sorbent vySe zZmymi mechanismy. Proces
pokraiuje az do ustaveni rovnovahy mezi mnozstvim navdmasorbatu a jehoigtatkem
v roztoku. Mira afinity k sorbatu rozhoduje o jetiistribuci v pevné a kapalné fazi [8].

Kvalita sorbentu je posuzovana na zaklathozstvi sorbétu, které je sorbentem zachyceno
a které Astane navazano. Pro tenteelibyla zavedena veélna sorgni kapacita biosorbentu
(g) vyjadrena jako mnozstvi sorbatu vazaného jednotkou p&aes (hmotnostéi objemu).
Vypocet sorgni kapacity je zaloZzen na materialové bilanci 8oiipo systemu:

_V(@G-G)
q= S ' (3)

kdeV je objem roztoku obsahuijici ko@; je vychozi koncentrace @ konena (rovnovazna)
koncentrace kovu vroztoku & je mnozZstvi fidaného biosorbentu (hmotnost suSiny
biosorbentu). Pouziti hmotnosti ,mokré biomasy" nghodné, pokud neni uvedetiepny
piepaet hmotnosti za mokra na hmotnost suSinyizi€ druhy biomas obsahujizné
mnozstvi vlhkosti, jak vnitrobuiné, tak zachycené v prostoru mezinkami. Proto je
vhodné uva& nag. podminky centrifugace, aby porovnani kvality s bylo co
nejpresrejsi [8].

1.1.3.1 Sorpéni modely

Pro vyuziti biosorpce v imyslovém ndtitku je nezbytné studium rovnovahy systému
kov — biosorbent a jeji matematické zndzoinProtoZe je sorpce proces exotermni assorp
vykon se niZe nenit v zavislosti na teplét je zakladnim pozadavkem pro zavedeni modelu
sorpce konstantni teplotaéiiem celého procesu. Zavislost mezi safpkapacitou d)

a rovnovaznou koncentraci kovu zbylého v roztoky) ga konstantni teploty se nazyva
sorgni izoterma. Nejasgji se pro popis biosorpce pouzivaji adsmipizotermy Langmuira
a Freundlicha, ki& studovali adsorpci na aktivnim uhli jiz nacptku 20. stoleti [8].

Langmuirova sor@ni izoterma

Langmuirova izoterma je zaloZzena nd&egpokladu, Ze sily vynaloZzené chemicky
nenasycenymi povrchy atdm(tzn. vazebna mista) nigpbi dal, nez je pmér jedné
sorbované molekuly, takze sorpce je pouze jednedrsDale pedpoklada pevny get
vazebnych mist se stejnou afinitou k sorbatu a @geden sorbéat v roztoku [8].

Langmuirova izoterma ma hyperbolicky tvar:

bC

1+bC @)

q = qmax
kde gmax je maximalni sorgni kapacita za danych podminek é&z@ byt také interpretovana
jako celkovy pdet vazebnych mist, ktera jsou dostupna pro biogomatimcoq je paet
vazebnych mist, kterd jsou opravdu obsazena sonl&tdoncentraciC;. Konstanteb souvisi
s afinitou mezi sorbentem a kovem [8].
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Freundlichova sorghi izoterma

DalSim modelem jednovrstvé adsorpce je Freundlishmoterma, kterd je empirické
povahy a je interpretovana jako sorpce na mistadilnou afinitou. Redpoklada, Ze nejtve
jsou obsazena siji vazajici mista a s rostoucimdgtem obsazenych mist vazebna sila klesa.
Freundlichova izoterma tedygrpokldda log-normalni roZini afinity a ma exponenciélni
tvar:

q=kCH, )

kdek an jsou Freundlichovy empirické konstanty.
Tento model neuvadi ko&reou sorgni kapacitu sorbentu, a protaipe byt pouZzita jenip
nizkych a gednich koncentracich [8].

Brunauer-Emmett-Telleiv model

Brunauer-Emmett-Tellerova izoterma (BET) je ve skobsti roz&end a tedy obe¢ji
aplikovatelna Langmuirova izoterma, protoZe znégjgr skut€nou vicevrstvou adsorpci.
BET model pedpoklada, ze na povrchu sefiverstvy adsorbovanycéastic a pro jednotlivé
vrstvy plati Langmuikv vztah. Dale pedpoklada, Ze dana vrstva nemusi byt kompletn
dotvarena dive, nez se zmou vytv&et vrstvy nasledné. BET izoterma je zjednod&Sen
vyjadiena rovnici:

BQC,

= , (6)
(C, -C)E+(B-D(C; /C,)]

q

kde Cs je saturani konstanta rozpudité latky,B je konstanta vztahujici se k energii interakce
s povrchem &) je patet moh rozpusEné latky adsorbované na jednotku hmotnosti sorbentu
a tvaici kompletni monovrstvu na jeho povrchu [8].

lontové-vymeénna izoterma

PrestoZze pedeSlé modely jsou pouzivany &egtji, nejsou vzdy vhodné k modelaci
procesu biosorpce. Za hlavni mechanismus biosgepgevaZzovana iontova vyna, proto je
v n¢kterych gipadech vhod§Si vyuzit model zalozeny na iontbvyménném principu.
lontow-vyménny model pedstavuje realjSi znazorgni procesu, je komplexjsi, atkoliv
ani tento model stale neobjage presré interakce mezi kovem a biosorbentem. Je vgad
rovnicemi:

R — @

. Ce
KAB |:q;fA

0 I ®)

L+ Cu
KAB |:q;fB

kde symbolyA a B reprezentuji kov a druhy ion v systéniug je rovnovazna konstanta
iontowé vymeénné reakce & je celkovy p@et vazebnych mist na biosorbentu [9, 10].

16



1.2 Tézkeé kovy

Definice €zkych kowi neni v literatie zcela jednoziad. Nefastji se posuzuji podle
atomové hmotnosti nebo hustoty, v tomidppd se mezi &Zké kovyradi kovy s hustotou
vy&8i nez 5 g/crh V posledni dob se z&al tento pojem uZivat obegmpro kovy a polokovy
s potencialnimi toxickymi &nky na zivotni prosedi [11].

VétSina €zkych kowi jsou tedy pechodné prvky s neuglmbsazenymi d-orbitaly, které
umoziuji vznik kovovych katiod. Tyto kovové kationy maji idezitou funkci jako tzv.
stopové prvky, které se podileji na fyziologickygochodech v hice. Ve vysSSich
koncentracich stopovych privka substituci neesencialnimézkymi kovy vSak tvei
nespecifické komplexni sléaniny, které maji toxickédinky. Pri¢inou toxicity €Zkych kova
je vazba na -SH, -COOH a -NHKkupiny biomolekul (zejména bilkovin), které tindmhsvou
strukturu a funkci. lontyéZkych kowi také mohou katalyzovat reakcej gterych vznikaji
volné radikaly zpsobujici oxidativni stres a nasledné poskozeni Da&lAalSim nefiznivym
jevem je kompetice s esencialnimi kovy, které naljfav tkanich [12, 13, 14].

Kovy mohou byt ve vodném prdetli rozpudiny jako volné hydratované ionty nebo
mohou tvait iontové komplexy s anorganickymi ligandy (fiag OH, CI' a CQ?) nebo
s organickymi ligandy (nd&ps aminy, huminovymi a fulvinovymi kyselinami aopeiny).
Znalosti o tom, vjaké fyzikalni¢ci chemické formd se kov vyskytuje, jsou Kové
pro pochopeni aipdvidani chovani kovu a jeho dopadu na Zivotnitpgds Chemicka
speciace kovu zavisi na jeho oxidan stavu, na interakcich s ostatnimi sloZkami fpeds$
a na dalSich parametrech jako je pH, redoxni pa@iknontova sila a salinita. Zény téchto
veli¢cin mohou zfisobit transformaci chemické formy kovu a énit tak jeho dostupnost
a toxicitu [7].

NejvyznamujSi t€zké kovy Ize na zakladtoxicity rozalit do nékolika skupin. Skupina
Sn, Ce, Ga, Zr a Th nema Zadny vliv na organisrRy dizké rozpustnosti; Fe, Mo a Mn jsou
dulezité stopové prvky s nizkou toxicitou; Zn, Ni, ,C¥, Co, W a Cr jsou také nezbytné
stopové prvky, ale s jiz vysSi toxicitou a do pdslieskupiny Ize z@adit As, Ag, Sb, Cd, Hg,
Pb a U, které nemaji v organismu Zadnou pféispu funkci a jsou toxické ifpvelmi
nizkych koncentracich [12].

1.2.1 Zdroje znecisténi vod tézkymi kovy

Pfi posuzovani znaSteni je #eba rozliSovat mezi ipozenymi zdroji €zkych kowa
a antropogennimi zdroji. Kovy z minetdb hornin jsou obsejn¢ nesSkodné, potenciain
toxickymi se stavaji rozpudtim ve vod. Do vody se mohou dostat &kavanim hornin,
vyluhovanim fid a sopénou ¢innosti. Naproti tomu lidskodinnosti dosahuje koncentrace
téZkych kowi vysokych hodnot, které mohou byt nebeaye pro zdravi. 3Zké kovy jsou
uvoliovany nejvice P téZb¢ a zpracovavani rud fipspalovani fosilnich paliv, povrchovou
Upravou kow a koZzedinym primyslem [7, 13].

1.2.1.1 Tézebni piimysl a zpracovani rud

NejveétSim a nejzava&psim problémem hornick&nnosti je vznik kyselych inich vod.
Kyselé dilni vody vznikaji gi oxidaci sulfidickych rud. Kdyz jsou tyto rudy (@eastji pyrit)
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vystaveny fisobeni vody a isobenim oxidujicich bakterii {pThiobacillus ferrooxidans
dochéazi k pemén¢ na sirany a mobilizaci kav Vzniklé vody jsou silé kyselé a obsahuji
velké mnozstvidzkych kovi. Pokud nejsou zachytavany a zpracovany, mohowakanbvat
podzemni vody a mistni vodni toky. Kyseldrd vody mohou dalesobit na dalSi mineraly
a rozpoustt t¢Zké kovy jako je olovo, #f’, kadmium, zinek a nikl, které jsou zddtpmny
v malych mnozstvich [13].

P zpracovavani rud (ndppii vyrobé oceli, ale i slitin) vznikd pevny odpad s vysokym
obsahemézkych kowi, ktery je povazovan za pa@me inertni. Nebezpaa je vSak produkce
emisi, jejichZz odstrami neni zcela efektivni, takZze jsou usavany do ovzdusi i ikymi
kovy a dale vznik odpadnich vod, které také obdalygioké koncentrace ka\J13].

1.2.1.2 Povrchové Upravy

Povrchové Upravy sgovaji v niznych chemickych a fyzikalnich postupech, kterénim
povrch produktu nebo zlepsuji jejich vzhled, zvy%golnost proti korozi nebofipravuiji
povrch pro dalSi ukony. Hlavni Upravy poviclse provadi galvanickym pokovovanim,
bezproudym pokovovanim, anodickou oxidaci, chroméwatvrzenim v kyanidu a kalenim.
Povrchova uprava se tyka zejménaikaade nize byt pouzita i u jinych materialProvadi se
negasgji u automobilovych sotasti (F narazniky), ocelovych pl&t elektrickych
spotebict, elektroniky, vodovodnich armatdr klenoti. Odpadni vody z tohoto fomyslu se
déli do i kategorii, kterymi jsou koncentrovana odpadneiapromyvaci voda obsahuijici
srazejici se substance (mydla, tuky, solithoa Zedéna splaskova voda. Tyto odpadni vody
mohou obsahovat ionty Ni, Cr, Cu, Zn, Sn, Cd, Ag, Rb, Fe i dalSi kovové ionty [13].

1.2.1.3 Kozedlny pramysl

Surové Kize maji schopnost absorbovasioviny a dalSi chemické latky, které je chrani

pied rozkladem, zvy3uji odolnosfidi vihkosti a udrZuji je pruzné a pevr@inéni kaZi je

v podstat reakce kolagenovych vlaken igstovinami, chromem, hlinikem nebo jinymi
¢inidly. Nejcastji se pouziva trojmocny chrom (ve foénahromité soli) a rostlinnéisloviny
ziskané z#ry urcitych druhi stromi. DalSimi pouzivanymicinidly jsou hlinité soli,
syntetické tisloviny, formaldehyd, glutaraldehyd a&Zké oleje. B ¢&inéni kazi jsou
produkovany odpadni vody s obsahem chromu, ktérywyssSich koncentracich iie byt
toxicky pro Zivotni prosedi [13].

1.2.1.4 Spalovani fosilnich paliv

Velké mnozstvi odpadu obsahujiézké kovy produkuji uhelné elektrarny. Uhli obsahuje
kovy, které pokud nejsou spaleny, kKor plynném a pevném odpadu i v odpadnich vodach.
Uhli také obsahuje malé mnoZstvi uranu, thorigpgure i dalSich radioaktivnich izotdp
Prestoze jsouéfké kovy a radioaktivni prvky obsazeny jen v malywimoZzstvich jako
netistoty, spalovanim obrovského mnozZstvi uhlizen zpgisobit uvol@ni jiz vyznamného
mnozstvi &chto latek. Nebezgea je zejménaiftomnost stopovych mnozstvi rtuti, ktera se
pii spalovani uvaluje [13].
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1.2.2 Charakteristiky vybranych t ézkych kovi

1.2.2.1 Olovo

Olovo je nejlszrejsim &zkym kovem, vyskytuje se v oxidiaich stavech PbPH"*, PH".
Vyuziva se na vyrobu baterii, barviv, slitin a \t@uobilovém pimyslu. Jeho toxicita
spaifva v kompetici s C& (ukladani v kostni tkani) a Fea ve vazb na -SH skupiny
bilkovin. Olovo je kumulativni jed, nebezmy zejména prodi a €hotné Zeny (resp. plody).
PoSkozuje vazhcentralni nervovy systém, dochazi k poruSe krwétvoRiznakem akutni
otravy je malatnost, nervozita, podréddst, bolesti hlavy, halucinace, ztrata gam
a svalovy tes. Karcinogenita olova byla zkoumana mnoha studiale nebyla s witosti
prokazana, proto je olovo klasifikovano jako potald karcinogen. V nezig&ténych
vodach je koncentrace olova relativnizka z dvodu malé rozpustnosti sléenin olova
a obvykle neni pr@lovéka hlavnim expoznim zdrojem. Olovo je toxické pro zooplankton
a u ryb dochazi po akutni intoxikaci k poskozeretéa naslednk ahynu udusenim [13, 15,
16].

1.2.2.2 Meéd’

M&d se vyskytuje v oxidmich stavech Cu a Cif*. PouZiva seip vyrobs elektrickych
vodict a do slitin, vyrabi se z ni elektromagnety, integné obvody a plechy odolné proti
korozi a je sotasti prepardt proti nadndrnému rozvojifas a sinic. Md’ je esencialnim
prvkem, je nezbytna praist a vyvoj kosti, pojivovych tkani, mozku a srdtiplatiuje se
pii tvorbé hemoglobinu a gkterych enzymi a @i metabolismu Zeleza. Také jé&ldzita pro
spravné vyuziti vitaminu C. Ust miZe jeji nedostatek #gobit fyzickou a dusevni retardaci.
Ve vysSich koncentracich je vSakédhtoxicka a zvlast toxicka je pro vodni organismy.
Toxicita je zaloZzena na vzniku hydroperoxidovychlikali a na interakci s b@nymi
membranami. U lidi zisobuje Zalud&ni a stevni potize, poSkozeni jater a ledvin a anemii.
N¢které slodeniny médi mohou drazdit &Zi a zpisobovat zagty [12, 17].

1.2.2.3 Zinek

Zinek se ve slateninach vyskytuje v oxidaim stavu ZA". Pati mezi pimyslow nejvice
vyrakEné kovy, pouziva se na povrchovou Upravu plectyrobu slitin (mosaz),tiznych
kovovych sodastek, oxid zinku se pouziva na vyrobu barviv. \dekvrozpusény zinek se
sorbuje na jily a huminové koloidy. Zinek je esa@idim prvkem, je satéstitady enzyni,
Gcastni se metabolismu bilkovin, nukleovych kyseliplatiuje se pi syntéze DNA. Velké
davky zinku mohou zjsobit bolesti Zaludku, fece, zvraceni a f@ymy. Je vSak snadno
vyluéovan zazivacim traktem, proto nedochazi kjeho HKaonuv €le. Pro lidi tak
nep‘edstavuje zavazné riziko, ovSem pro vodni &@isloy a zejména lososové ryby je zinek
velmi toxicky [18].
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1.3 Termofilni mikroorganismy

1.3.1 Obecna charakteristika

Vyvoj a aktivita mikroorganisiin je silré zavisld na v&Sim prostedi. Jednim
z nejdilezit¢jSich faktofi ovlivaujicich fist je teplota. Prouzné organismy nemusi byt
vhodné stejnd teplota a z tohoto hlediskatgbd mikroorganismy rozliSovat. Zakladnim
délenim mikroorganisrn jsou ti skupiny, a to psychrofilni, mezofilni a termofiln
Pro psychrofilni mikroorganismy je nejvhagi teplota proist pod 20 °C, mezofilni rostou
nejlépe pi teplotach 20 - 40 °C a termofilnfigeplotach nad 45 °C. V ramaichto rozmezi
teplot ma& kazdy mikroorganismus své teplotni optimupi kterém se rozmnoZuje
nejrychleji. \&tSina termofilnich mikroorganisinma optimalni teplotu proast mezi 50 -
70 °C. Jsou vSak zndmé i mikroorganismy, které raofist i pi teplotach vysSich nez
100 °C, nazyvaji se hypertermofily &kaly byvaji fazeny do samostatné skupiny (Obr. 4.)
[19, 20].

A termofily
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Obr. 4.: Rozdleni mikroorganisni podle optimalni teplotyzistu [21]

Preziti termofilnich mikroorganistn v téchto teplotnich podminkach, které ostatni
mikroorganismy nef@Zivaji, je umoz&no sloZzenim proteinovyclasti jejich enzyn.
V proteinech se jednak tiiove zvySené nié solné mistky a vodikové vazby mezi toimi
fetzci substituovanych zbytka dale je u termofil odliSné prostorové usgidani bilkovin,
coz je zfmsobeno ubytkem nebagskupenim aminokyselin. V sekvencich aminokysedin s
u termofilnich proteitt ¢aseji vyskytuje arginin a tyrosin, zatimco cystein aris jsou
zastoupeny men Termostabilita je row¥ umozrna zvySenym obsahem fosfoligid lipida
s nasycenymi mastnymi kyselinami v Btné membra#[22, 23].

Diky tomu, Ze preferuji zvySené teploty, se terindfimikroorganismy vyznauji
mimoradre  vysokou metabolickou aktivitou, vysoka je taktédjigh rychlost #stu
pii optimalni teplog [20].
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1.3.2 Vyskyt

Termofilni mikroorganismy preferuji zvysSené teploke svému dstu proto vyzaduji
termalni prosedi. Termalni prosedi vznika prozere slun€nim z&enim, spalovacimi
procesy, radioaktivnim rozpadem a geotermalni datiy ale niZze také vznikat jako
vysledek lidsk&innosti.

NejvyznamrjSim zdrojem tvorby termalniho prosti je geotermalni aktivita. Pro rozvoj
termofilnich mikroorganisiinjsou idealni vulkanické horké prameny, kde seot@pbohybuje
od 30 °C az po 90 — 100 °C. Ne&fsi paet horkych pramahje v Yellowstonském narodnim
parku, na Islandu, Novém Zélandu, v Japonsku aare:&tce.

Spalovani mze byt vyvolano procesy biologickymi i nebiologickly Mnoho termofilnich
druhi hub i bakterii se vyskytuje v nahrondaém organickém materialu jako je fapenci
chlévsky hidj. Teploty zde mohou dosahovat 70 i vice sfuCelsia a jsou vysledkem
mikrobialni ¢innosti. Tyto teploty mohou vést ke samovzniceméte® materialu. Jinym
procesem, ktery je spiSe pro¢adprimyslow, ale miZze se vyskytovat i frozere, je
spalovani uhli. R tomto procesu seime teplota pohybovat od 45 do 150 °C.

Slune&ni z&eni miZze oftat pidu az na 60 °C. Ve vodném priesti mize slunéni z&eni
zpasobit vyznamné zvySeni teploty jen ¥lkych vodach, kde pak teplota dosahuje
maximalre 40 °C. Olati pidy nebo vody je ovSem jenigchodné, uvedené teploty se
vyskytuji pouze fes poledne.

Velky podil na produkci tepla ma takéuprysl. Proto se termofilni mikroorganismy
mohou nalézat ndjklad v horké vod topnych z&zeni, cukrovarech, papirnach, v chladicich
vézich elektraren apod. [19].

1.4 Prehled termofilnich mikroorganismi

Termofilni mikroorganismy se vyskytuji zejména mezily bakterii a archei, ale i mezi
eukaryotickymi mikroorganismy (houbkgsy).

1.4.1 Archea

PrestoZe archea jiZ nejsou povaZzovana zadmglextrémofilni, mnohé druhy jsou k Zivotu
v extrémnich podminkachrippisobené velmi ddle. Archea se ze systematického hlediska
déli do dvou kmen, Crenarchaeota a Euryarchaeota. Z fyziologickélediska Ize archea
rozclit na extrémss halofilni, methanogenni, hypertermofilni a archea bugcné stn [24,
25].

1.4.1.1 Hypertermofilni archea

Rozmezi @istu €chto archei je 45-110 °C, teplota pro optimaisit ise pohybuje v rozmezi
70 — 105 °C. Za anaerobnich podminek redukuji ed@nei siru na sulfan, za aerobnich
podminek oxiduji sulfan nebo siru na kyselinu sttovDonorem elektranpii redukénich
reakcich slouzi vodik nebo organické skeniny. Vyskytuji se v mistech postvulkanického
unikani sirnych a vodnich par a viskych hydrotermalnich systémech. iPaem rody
Sulfolobus Pyrococcus Desulfurococcus, Pyrodictium Archaeoglobus Thermococcus,
Thermoproteu$25].
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1.4.1.2 Archea bez bu#éné seny

Zastupcem této skupiny je rothermoplasmaTento rod ma mezi archeemi zvlastni
postaveni. Jsou to totiz jen mdrermofilni a extrémé& acidofilni fakultativié anaerobni
heterotrofové. Jejich optimalni teplotaéstu je 55 °C f pH 2. Nemaji bu&nou stnu, ale
silnou trojvrstvou membranu, kterd se sklada z ajlgitetraetherovych lipid coz jim

N4

umoziuje preziti ve vysSich teplotach v kyselém predf [20, 25].

1.4.2 Termofilni bakterie

1.4.2.1 Rod Geobacillus

Genovym sekvencovanim 16S-rRNA zastupodu Bacillus byla odhalena vyrazna
fylogeneticka heterogenita. Na zaldadchto analyz byl rodacillusreorganizovan a vzniklo
tak postupa nekolik fylogenetickych skupin reklasifikovanych navé rody (Obr. 5, Tab. 2).
Termofilni jsou rody Anoxybacillus Alicyclobacillus Thermobacillus Ureibacillus
aGeobacillug26, 27].

cycloheptanicus

e
~

acidoterrestris
thermooerophilus

~

migulanes

Geobacillus
kaustophilus

stearotherrnophilus

Obr. 5.: Fylogeneticka heterogenitaiyodniho rodu Bacillus [27]
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Tab. 2: Frehled novych rail[27]

Rod Struény popis

Bacillus aerobni nebo fakultatién anaerobni @inkovité bakterie tvtici
endospory

Amphibacillus fakultativne anaerobni

Alicyclobacillus acidofilni, mirre termofilni
Peanibacillus fakultativig anaerobni, mezofilni
Aneurinibacillus aerobni, mezofilni

Brevibacillus aerobni, mezofilni

Halobacillus mirn¢ halofilni

Virgibacillus mezofilni, mirk halotolerantni

Gracilibacillus mezofilni, rekteré halotolerantni

Salibacillus mirn¢ halofilni

Anoxybacillus striktné nebo fakultativé anaerobni, alkalifilni, migntermofilni

Thermobacillus aerobni, termofilni

Filobacillus aerobni, alkalitolerantni, halofilni
Ureibacillus aerobni, termofilni
Geobacillus aerobni nebo fakultatigranaerobni, termofilni

Rod Geobacillus je tvaren peritrichnimi tyinkovitymi buikami vyskytujici se bdi
jednotlive nebo v kratkychéetizcich. Struktura bétiné stny je grampozitivni, ale reakce
na barveni mize kolisat mezi pozitivni a negativni. Fvgednu elipsoidni nebo valkovitou
endosporu na hiku, ktera je umisha terminald nebo subtermina#n Tvaori kolonie fizného
tvaru a velikosti a vékterych médiich mohou produkovat pigment. R@dobacillusje
chemoorganotrofni, aerobni nebo fakultativanaerobni, akceptorem elektéore kyslik,
u rekterych druli dustnan. Rist probiha v rozmezi teplot 37 — 75 °C s optimeBb v
65 °C a pi pH 6 — 8,5 s optimem 6,2 — 7,5 [26].

Geobacillus thermodenitrificans

Taxonomické ziazeni: » kmen Firmicutes
» trida Bacilli
» fad Bacillales
» ¢eled’ Bacillaceae
» rod Geobacillus [28]

Geobacillus thermodenitrificanigyl izolovan ze avy z cukrovéepy v Rakousku. Tud
ploché kolonie s laknatymi okraji bilé az béZzové barvy.u® probiha p 50 — 65 °C
a optimalnim pH 6 — 8. Redukuje dirsany, za anaerobnich podminek slouzi ¢hasiy jako
akceptory elektroh Je schopen hydrolyzovat Skrob, utilizuje glukoBuktosu, maltosu,
trehalosu, manosu, laktosu, celobiosu, galaktoglaosy, ribosu a arabinosurif®zere se
nachazi v pde [27, 29].
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Geobacillus thermocatenulatus

Taxonomické ziazeni: » kmen Firmicutes
» trida Bacilli
» fad Bacillales
» ¢eled’ Bacillaceae
» rod Geobacillus [30]

Geobacillus thermocatenulatusyl izolovan z termalniho vrtu na Uralu. Tiwodlouhé
tenké tyinky v nerozétvenychtetizcich, které se v tekutém médiu shlukuji. Katojgou
nazloutlé, kulaté a vyvySené, hladké a mazlavélotepro ast se pohybuje v rozmezi 35 —
78 °C. Tvdai granule kyseliny polyhydroxybutyrové. Produkujes&liny z glukosy, levulosy,
galaktosy, sacharosy, celobiosy, manitolu, glyeaeeotlextrinu [27, 31].

1.4.2.2 Rod Thermus

Zéastupci roduThermus jsou gramnegativni aerobni bakterie, nicenéwkteré now
izolované druhy rostou i v anaerobnim pfedf, kde vyuzivaji dusnany jako finalni
akceptory elektroh Tento rod netvid endospory [19, 32].

NejznangjSim zastupcem tohoto rodu Jdiermus aquaticystery byl izolovan z horkych
prameri v Yellowstonském narodnim parku a také z antropogdh termalnich lokalit,
nagiklad z horké vody z vodovodu. Bakterie maji tvgéiiek nebo vldken. Tynky se
vyskytuji jednotliv¥ nebo se shlukuji. Morfologie je sirovlivnéna teplotou a faziastu, ve
které se bakterie nachaziii Replo® 75 °C a vySSi se nachazi obvykle ve féormaken,
pii teplot 65 — 70 °C se vlakna tifove stacionérni faziastu.. Jejich teplotni optimum
pro rist je 70 — 72 °C, maximum 79 °C a minimum 40 °Cti@glni pH je 7,5 — 7,8. Tu0
Zluté az oranzové kolonie [33].

Z Thermus aquaticudylo izolovdno mnozstvi termostabilnich enZynz nichz nejetsi
uplatréni nasSla jeji DNA polymerdza (tzv. Taq polymerdzadeplotnim optimem okolo
80 °C, kteréa se pouziva v PCR [34].

1.4.2.3 Rod Clostridium

Druhy tohoto rodu tvid grampozitivni sporotvorné peritrichnictgky, které jsou obligath
anaerobni. RodClostridium je vyznamny zejména Vv potraviisévi, kde se ndjznivé
projevuje tvorbou ndjjemns pachnoucich slaenin, produkci velkého mnoZzstvi plynu
pii anaerobni oxidaci sachaiida v neposlednfad® produkci velmi nebezgaych toxini
(Clostridium botulinunprodukujici botulotoxin) [20].

V konzervarenstvi je nezadouci termofil@lostridium thermosaccharolyticumehoz
velmi termorezistentni sporyte¥ivaji &zné sterilani teploty aplikované na nekyselé
konzervy. Optimalni teplota pro jeho rozmnozové@nbdb — 62 °C, pod 30 °C se rozmnozovat
nemize, a proto zjisobuje kazeni konzerv jetii pejich skladovani za vysSich teplot [20].

1.4.2.4 Aktinomycety

Aktinomycety jsou grampozitivni aerobni bakterievoii hyfy, které mohou vytuét
mycelium nebo se rozpadat Witykovité ¢i kulovité buiky. K rozmnozovani dochazi pomoci
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spor, rgkteré rody tvéi sporangia s endosporami. Jsou to typickdénp bakterie. Termofilni
zastupci se vyraznpodileji na degradaci organickych slenin. RodThermomonosporge
schopen rozkladat i lignocelulosovy komplexil&itou mikroflérou kompostu je rod
Thermoactinomycegtery byva gvodcem samovzniceni sena, slamy apod. [20].

1.4.3 Termofilni houby

Mezi eukaryotnimi organismy je v porovnani s prgkanimi jen velmi malo termofilnich
druhi. Jedna setfpdevsim o houby. Nicmérani termofilni houby nedisponuijiips velkou
schopnosti odolavat vysokym teplotanteHvaji teploty maximakh 60 — 70 °C a teplotni
optimum se pohybuje kolem 50 °C. Termofilni houbgy hlavni sloZzkou mikrofléry, ktera se
vytvaii na nahromathém rostlinném materialu, tj. vSude tam, kde jéaeplhko a dostatek
kysliku pro jejich rozvoj. Redstavuji rozmanitou skupindznych druli, mezi zastupce pat
nagiklad Mucor pusillus Thermomyces lanuginosughermoascus aurantiacu§haetomium
thermophile Talaromyces thermophilusstilbella thermophila Canariomyces thermophila
Thielavia terrestrid35].

1.5 Vyuziti termofilnich mikroorganism

Vyuzivani termofilnich mikroorganisinv poslednich letech vyragnvzrista. Moderni
biotechnologické aplikace se z&mji jednak na produkci Siroké Skaly termostabilnich
enzymi a dale na zpracovagi odbourdni odpad vznikajicich pi raznych pfimyslovych
vyrobach. V této oblasti se vyuZivajieplevSim fi kompostovani aip cisténi odpadnich vod.

1.5.1 Kompostovani

Rozklad organickych latek jerippzeny proces, pokud je tento prodézen, kontrolovan
a urychlovan, jde o kompostovanighigm kompostovani je organicka hmota rozkladana
raiznymi druhy mikroorganisthna CQ a vodu, picemz vznik4 teplo a humus. Kompostovani
je dynamicky proces, protoze je uskifigvan rychlym gidanim smiSenych mikrobialnich
populaci, picemZz se upldiuje jejich synergické gsobeni. Kapacita mikroorganidm
degradovat organickou hmotu zavisi na jejich scbhepnprodukovat enzymy pi@bné
pro degradaci substratim je substrat komplexjsi, tim je také zap#gbi bohatsi enzymové
vybaveni [36, 37].

1.5.1.1 Pribéh kompostovani

Béhem kompostovani se neustaléninteplota, pH a dostupnost Zivin, a to ouliye typ
mikroorganisni, druhovou rozmanitost a rychlost rozkladui Bptimalnich podminkach
prochazi kompostemi fazemi: 1. mezofilni, 2. termofilni a 3. octdaaci neboli matukani
fazi. Trvani kompostovacich fazi zavisi na substsaba dinnosti procesu, ktera je ovligna
mirou provzdusovani a promichavani. Zmy pH a teploty znazéuje Obr. 6. [37, 38].

Na paétku pevazuji mezofilni mikroorganismy, které svym met@mem produkuji
teplo a zvysSuji teplotu kompostu az do bodu, kdpgdaiena jejich vlastni aktivita. To se
stane po zvySeni teploty nad 40 °C - pak zisk@iejiahu termofilni mikroorganismy, které
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v kompostu teplotu déle zvysuji. V termofilni f&kdbchézi k inaktivaci patogén Aktivita
mikroorganisni vyrazré poklesne, kdyz teplota dosahne 60 °C. V ochlazofée ziskavaji
opét dominantni postaveni mezofilni druhy [38, 39].

teplota (*C) pH

70 _ 8

i 1]

o

10 |
mezofilni faze

termofilni faze ochlazovani, maturacni faze

cas

teplota  ------- pH

Obr. 6.: Teplotni a pH profil firozeného procesu kompostovani [37]

Na za&éatku kompostovani ma hmota teplotu okoli a obvyiea mirré kysela. Rozpustné
a snadno rozlozitelné latky (monosacharidy, Skiigigly) jsou mikroorganismy vyuzivany
jako prvni. Metabolismeméthto latek se tvio organické kyseliny, vigsledku cehoz se
snizuje pH. V dalSi fazi probiha degradace prdteirm se uvaiuje amoniak a pH se zase
zvysuje. Poté, co jsou vyuzity lehce rozloZitelnioge uhliku, pichazi nafadu k degradaci
odolrgjSi sloweniny (@. celulosa, hemicelulosa, lignin), které jsdeyadny na humus [40].

Humus je konénym produktem procesu humifikace, kde jsou &miny g@irodniho
puvodu ¢ast&né pirevedeny na relativninertni substance. Humus je fea ¥femi zakladnimi
sloweninami, a to ve vadnerozpustnym huminem, huminovou kyselinou, kter&g vod
rozpustna za kyselych podminek a kyselinou fulvowgwe vod rozpustnou za jakéhokoliv
pH. S postupujici humifikaci se zvySuje obsah kggehuminové. Humus se t¥iohlavre
z ligninu, polysacharitl a dusikatych slaienin. Chemickda drdha od organické latky
k humusu je velice komplexni a zahrnugkalik rozkladnych a kondenzaich reakci [36].

1.5.1.2 Mikrobiélni zastoupeni

PrestoZze sedhem kompostovani vyragmeneni celkovy pgéet mikroorganism, meni se
zastoupeni mikrobialnich drah béhem jednotlivych fazi. Princip #tani a poet
mikroorganisnd v kazdé fazi kompostovani zavisi na substrdtu a piedchozim
mikrobialnim druhu [37, 40].

V mezofilni fazi kompostovani jsourippmny mezofilni, pipadré termotolerantni houby,
hlavre kvasinky a plisé a kyselinotvorné bakterie. Pagidse vyviji aktinomycety. Na konci
mezofilni faze se z#na zvySovat zastoupeni termofilnich bakterii, raktnycet a hub.
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Optimalni teplota pro termofilni houby je 40 — 85 & maximum 60 — 62 °C riPteplotach
nad 60 °C jsou houby usmrceny nelfezivaji ve fornd spor. Termofilni aktinomycety jsou
zpravidla odolgjsi k vyS§Sim teplotdm neZ houby a jejich¢pbvziiista i jejich teplotnim
optimu, které je 50 — 55 °CriRteplotach nad 60 °C se jejich q@t sniZuje a degradace je
provadna vyhrads termofilnimi bakteriemi, které jsou vSak nejaktjgi v rozmezi teplot
50 — 60 °C. Z komposto teplot 50 — 60 °C byva izolovano mnoho diubkejména rodu
Bacillus (pavodniho, viz kap. 1.4.2.1), fipteplotach nad 60 °C vSak druhova rozmanitost
klesa a fi 75 — 80 °C ustava aktivita vSech mikroorganigdnl].

Kompostovani je obeénaerobni proces, ale tthe se rozvinout i tzv. anaerobni
mikroprostedi. V takovém migtse nachazeji anaerobni druhy, které mé&jsimou vysoce
celulolytickou aktivitu, a proto jsougjme dilezité @i degradaci makromolekul [42].

1.5.1.3 Faktory ovliviujici kompostovani

Zda bude kompostovani usmé, zavisi nadkolika faktorech. Je to zejména pémuhliku
a dusiku (C/N), vihkost, pH, dostgici prisun kysliku a spravna veliko&stic.

Optimalni molarni porr uhliku a dusiku se udava 25 — 40, ale hodnotysiéa typu
substratu. Dusik byva limitujicim prvkem, protoze mezbytnou slozkou mikrobialnich
proteini, aminokyselin, nukleovych kyselin a enzym Jestlize je dusiku ¢éhem
kompostovani nedost&t®e mnozstvi, pak degradace probiha pomalu. Na dretranu, fi
jeho nadbytku se dusik ztraci v podgibynného amoniaku nebo jinych dusikatych gemin.

Mikroorganismy jsou schopné vyuzivat organické rkolg, které jsou rozpustné ve wod
Jestlize vihkost kles& pod kritickou mez, aktivitékroorganisni klesa, vysoké vihkost zase
zpiusobuje nedostatek kysliku a vyluhovani Ziviti. fasledném anaerobnim procesu vznika
zapach a snizuje se rychlost rozkladu [37].

1.5.2 Cisténi odpadnich vod

1.5.2.1 Termofilni anaerobnicistirenské procesy

Biodegradace organickych latek v anaerobnich pokicim niZze probihat vifirodk
samovolg (nag. na dr rybniki, v maialech), ale je také tento proces technologicky
vyuzivdn jako metoda likvidace organického &@s&ni. VyuZiti nachazi hlavn
pii zpracovani iznych organickych ké| vodnich suspenzi a koncentrovanych ro&tok
Anaerobni stabilizace kiala anaerobnéisténi vod je vicestufovy proces, H kterém jsou
organickeé latky rozkladany mikroorganismy za vzntkoplynu. Bioplyn ma vysoky obsah
methanu, déle je tven CQ a stopovym mnozstvi £1N, a HS. Ve vzniklém bioplynu je
zachovano 90 % energie obsaZzené v substratu, podze% je spdebovano naiist biomasy
a 3 — 5 % se ztraci ve foémeakéniho tepla. Anaerobni procesy jsou tedy energetativni
a navic nevyzaduji velkou spebu energie. Energii neni peba vynakladat na aeraci
a v pipad cisteni vod jsou diky nizSi produkci biomasy i nizZSi la@ky na zpracovani
piebyte&ného kalu [43].
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Termofilni anaerobni stabilizace, ktera probikidgplot 55 °C, ma navic tyto vyhody:
» zvySuje se rychlost rozkladu organickych latek lka
» zvySuje se &innost procesu tim, Ze se prohloubi rozklad ordaeic latek, tim se
zvysi i produkce bioplynu a snizi se mnozstvi $italianého kalu,
» zvySena teplota ma lepsi hygienizalkinek,
* jsou potl&eny problémy s @énim methanizénich nadrzi.
Z technologického hlediska ma termofilni procesodinv tom, Ze umaditije snizit objem
reaktofi a pracovat fy jejich vySSim zatizeni [44].

1.5.2.2 Termofilni aerobni¢isténi odpadnich vod

Ackoli bylo termofilni aerobni biologickéisténi predmétem vyzkumu jiz v 50. letech
minulého stoleti, az v posledni dolbyla soustedina WtSi pozornost k vyvoji metod
a zdizeni pro tento proces.résto stale jeStnejsou pl& k dispozici znalosti dlezitych
parametit a poZadavik na provoz. Termofilni aerobristeni je totiz po strance fyzikalni,
chemické i biologické natolik odliSné odsteni aktivovanym kalem, Ze znalostichto
obvyklych postup nejsou piliS uziteiné [45].

Termofilni aerobnicisteni vod ma vyhody fedevsSim v podab vysSich degradaich
rychlosti, rychlé inaktivace patogiea nizké produkci biomasy. VysSi biodegradaychlost
umoziuje kratSicas zdrzeni¢imz se snizuji také investii naklady na z@zeni. Nevyhodou
jsou naopak vysoké naklady na aeraci, slaba flakulbakterii a problémy spnim.
Naklady na vzdudmi nejsou nevyhodou jen v porovnani s anaerobrégtirtologiemi, ale
i vzhledem k mezofilnim aerobnim proées Spatné usazovani mikroorganismtsZuje
separaci biomasy, a je tasto limitujicim faktorem &innosti procesu [45].

Pontrné malé jsou znalosti o mikroorganismectastnicich se termofilniho aerobniho
¢isteni. Dominantni jsou hlawn aerobni heterotrofove, prokazany byly ro@acillus
Thermus proteobakterie a aktinomycety. Termofilni zastupmdu Bacillus maji Siroké
enzymoveé vybaveni, ale také Zné vyzivové naroky, které mohou komplikovat prodesd
Thermusge citlivy na stedré az vysoce koncentrované substraty, a protaitié peuplatiuje
v siln¢ zneistenych vodach [45, 46].

ProtoZe naklady na zvySeni teploty nad 45 °C varoich z&zeni jsou flis velké,
termofilniho aerobniho procesu je vhodné vyuzivegimena kéisténi odpadnich vod zth
pramyslovych podnili, které produkuji odpadni vody s vysokou teplotap‘npapirensky
pramysl. Také je vhodnéistit timto zpisobem vysoce koncentrované odpadni vody, které
podléhaji autotermnimu rozkladu a dale Ize zaeFstdfilni ¢iSténi v mistech, kde se nachazi
zdroj prebyt&ného tepla, které by jinakigtalo nevyuzité [45].

Autotermni termofilni aerobni stabilizace (ATAD) wdiva stejného principu jako
kompostovani — teplo zprégstlkované mikroorganismy dosahne hodnoty, kterai ueptotu
v reaktoru mezi 45 — 65 °C. Z&kladni podminkou tohprovozu je dostate¢ zahu3tny
vstupni kal, ktery obsahuje dostatek snadno radm®ich organickych latek, dale jeeba
zabezpeit efektivni aeraci a michani a dobrou izolaci teak Produktem ATAD je
hygienizovany kalidy A, ktery Ize bez omezeni aplikovat na 2ditské pidy jako hnojivo
[47].
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1.5.2.3 Biosorpce &Zkych kovi termofilnimi mikroorganismy

Biosorpce je zfisobisténi odpadnich vod odtzkych kow, pricemz funguje na pakud
jinych principech nez vySe zntiné zpisoby, které jsou zaloZzeny na odbouravéevazr
organickych latek pomoci metabolismu mikroorgariismBiosorpce je na metabolismu
nezavisla, uplaji se fyzikalg-chemické interakce mezi kovem a fénkmi skupinami
piitomnymi na povrchu mikrobialni kky a mikroorganismy tak slouzi jako sorbent.
Podrobrji se biosorpci zabyva kapitola 1.1 [2].

Studii biosorpnich potencial termofilnich mikroorganisiin nebylo na rozdil od studii
s mezofilnimi druhy provedeno mnohoiitBm biosorpce termofilnimi mikroorganismy se
muze kvantitative i kvalitativre liSit, a to vlivem prosedi, ve kterém mikroorganismy Ziji.
Termofilni mikroorganismy jsou zvySenym teplotafzn¢ uzpisobeny, vliv na biosorpci
muze mit jejich odlisSné fosfolipidové slozenigiera geologicka a antropogenni termalni
prostedi takécasto vykazuji vysoké koncentrace rozgogth kowi, proto mikroorganismy
Z nich izolované mohou byt uapobené specifickou bagnou stnou [48, 49].

V jedné ze studii byla termofilnimi mikroorganisngstovana biosorpce kadmia. Z 26
termofilnich bakterii rodu Aneurinibacillus Anoxybacillus Bacillus Brevibacillus
aGeobacillusbyla po pdatenim testu toxicity na kadmium prokazana nejvyS$remce
u zastupg rodu Geobacillus Pro dalSi zkoumani byly vybrany bakter@eobacillus
stearothermophilusa Geobacillus thermocatenulatupodle jejichZz biosormich viastnosti
byl navrzen model pro kvantifikaci adsorpce kadteranofilnimi mikroorganismy [48].

V jiné studii byly jako biosorbenty pro ionty €d CU*, Ni**, Zn** a Mrf* pouzity
termofilni bakterieGeobacillus toebisub. spdecanicusa Geobacillus thermoleovorarsib.
sp. stromboliensis Aplikaci Langmuirovy izotermy na ziskané vyslediylo zjis€no, Ze
biosorpce probiha jako jednovrstva adsorpce na bvazemista povrchu biosorbentu.
Vyhodnoceni FT-IR spekter ukazalo, Ze hlavnimi adeni misty jsou aminy, karboxyly
a aromatickeé skupiny [49].

Biosorgini kapacita byla také zkoumana u bakt&eobacillus thermodenitrificangtera
vykazovala dobré vysledky zejméni gorpci F&*, CP* a CS* [50].

Nicmérg, existuje také studie, ktera srovnava &ofp schopnosti termofilnich
a mezofilnich mikroorganisina v ni se uvadi, ze termofilni mikroorganismy maizsi
hustotu sorpnich mist nez mezofilni druhy. Vyslovuje také hygmt, Ze celkova hustota
sorgnich mist na buitné stn¢ je nefimo unerna teplo rastu. Pro tuto hypotézu je vSak
treba dalSich studii, nebprozatim nebyla potvrzena [51].
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1.6 Analytické metody

1.6.1 Komplexometrie

Komplexometrické titrace, uvedené do analytickénaieev prvni polovig 20. stoleti, byly
po dlouhou dobu jednou z hlavnich metod anorganiakélyzy. Jejich vyhoda spioa
v jednoduchosti a nenamaosti na vybaveni labora® [52].

Komplexometrické titrace vyuzivaji schopnosti anpiolykarboxylovych kyselin tviat
s rekterymi kationty kow komplexy, které jsou ddéb rozpustné ve v@da jen nepatrh
disociuji. Dominujici postaveni ma v komplexomeéyich stanovenich disodnalkyseliny
ethylendiaminotetraoctové (EDTA), znama také pozivai Chelaton 3. VSechny komplexy
EDTA s kationy kow maji sloZeni 1 : 1 bez ohledu na mocnost kovu (@pf52, 53].

|“‘ Z
=

Nl
ne
O
@)
Obr.7. : Struktura komplexu EDTA s obecnym kovefa3yi

Principem komplexometrickych titraci jeiggavani EDTA k roztoku stanovovaného iontu
az do bodu ekvivalence, ve kterém jsou prasechny kationy kovu vazany do komplexu
s EDTA. Bod ekvivalence se zjigie pomoci komplexometrickych indikatorKomplexy
s EDTA se vytvéeji postups, nejprve svolnymi kationy a poté ¥gnenim Kkatior
z komplexi s indikatorem, které jsou m&stabilni. Komplexy kovu s indikatorem jsou jinak
zbarveny nezZ volny indikator, a proto &ma zabarveni roztoku umiidjie rozpoznat konec
titrace. Titraci je iteba provad pri urcitém pH titrovaného roztoku, protoZéi peakci se
uvoliuji protony a také stalost kompieXEDTA s kovovymi ionty z&visi na hodriopH.
PoZadované pH se proto zéjige tlumivymi roztoky [53].

1.6.1.1 Stanoveni n&di

Méd'naty ion tvdi s EDTA v kyselém progdi intenzivld modee zbarveny komplex.
Pro gimé stanoveni g se pouziva indikator murexid ve stabmoniakalnim prosedi,
ve kterém je modry komplex Cu-EDTA podstameére zabarven. Koncentrace amoniaku je
vSak zn&n¢ kriticka. Ri titraci je vyrazny barevny fechod, a to ze Zlutého zabarveni
na fialové [52].
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1.6.1.2 Stanoveni olova

Stanoveni olova je provediteln@&mo jak v kyselém, tak i alkalickém proésti. Olovnaty
kation neblokuje Zadné indikatory. V alkalickém gifedi je vhodnym indikatorem Erio T,
pro kyselé prosedi jsou doporéeny indikatory methylthymolova mod xylenolova oranz,
jejichz barevna z#na (¥ pH 5 — 5,5 v roztocich tlumenych urotropinem gastejsi [52].

1.6.1.3 Stanoveni zinku
Zinek tvai s EDTA dostaténé stabilni komplex, a to i v slékyselém prosedi, kdy je
stanovitelny pimou titraci je&t pii pH 4. Jako indikator se dopdiuje xylenolova oranz,

kterd poskytuje v roztocich tlumenych urotropinenelmi ostry barevny iechod
z ¢ervenofialoveé do citronavzluté [52].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Cil prace

Cilem diplomové prace je studium biosorpce doi@**, PE* a zrf* termofilnimi
bakteriemiGeobacillus thermodenitrificarsGeobacillus thermocatenulatus

2.2 Pouzity material, chemikélie a gFistroje

2.2.1 Bakterialni kmeny

Ke studiu biosorgnich schopnosti byly vybrany dva kmeny rdgeobacillus

* Geobacillus thermodenitrificanSCM 2566
* Geobacillus thermocatenulat@™CM 2809

Bakterialni kmeny byly ziskany €eské sbirky mikroorganisinMasarykovy univerzity
v Brné.

2.2.2 Chemikalie

2.2.2.1 Pro pFipravu kultivaéniho média

pepton
howzi extrakt
MnSOy-H20 p.a.

2.2.2.2 Pro pFipravu roztola tézkych kovi

CuSQ5 H,0 p.a.
Pb(NG)2 p.a.
ZnSO;7 H0 p.a.

2.2.2.3 Pro komplexometrické stanoveni

EDTA p.a.
murexid
xylenolova oranz
urotropin

NH4CI

NH3; roztok 25 %
NaOH
HNO;65%

32



2.2.3 Pristroje

fermentor New Brunswick BioFlo/CelliGen 115
termostatovan&epaka Heidolph Unimax 1010
termostatovanaepaka Heidolph Promax 1020

centrifuga Hettich zentrifugen EBA 20

analytické vahy Ohaus Pioneer

pec Mora 524

piistroj pro néreni bukéné hustoty Biowave WPA CO 8000
pH metr Hanna HI 98129

2.3 Pouzité metody
2.3.1 Kultivace bakterii

2.3.1.1 Kultiva¢ni médium

Oba kmeny bakterii byly kultivovany na dopdemém Bacillus médiu, jehoz slozeni je:
pepton 59
masovy extrakt 39
MnSQO,-H,O 0,01g
destilovana voda 1000 ml

2.3.1.2 Kultivaéni podminky

Submerzni kultivace bakterii byla provad v 250 ml Erlenmeyerovych ideach se
100 ml kultiva&gniho média, které bylo z&kovano 10 ml oZivené lyofilizované kultury.
Kultivace obou kmei probihala na termostatovang&epace @i stejnych podminkéach,
tj. pfi 65 °C a otékach 110 mift. Takto nakultivovana biomasa byla pouZita jakokiom
pro stanovenitstovych Kivek a pro zagkovani do fermentoru.

2.3.2 Stanoveni fistovych kiivek

V prabéhu kultivace (postup a podminky viz. kap. 2.3.0y v pravidelnych intervalech
odebirany vzorky, u kterych byla turbidimetrickyéimna opticka hustotaiip600 nm proti
blanku, kterym bylatisté médium. Kultivace byla opakovana s jinym steatimcéasem tak,
aby byly pokryty chy®jici odkéry zpisobené néni pauzou.

2.3.3 Kultivace biomasy ve fermentoru
Do fermentoru bylo fipraveno 1,5 | kultivéniho média a zagovano 150 ml inokula.
Kultivace Geobacillus thermodenitrificangrobihala aerotinpti 65 °C, otékach 100 mif,

pH 6,0 po dobu 24 h; kultivadgeobacillus thermocatenulatysobihala aerokinpii 60 °C,
ot&kach 100 mift, pH 6,0 po dobu 24 h.
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2.3.3.1 Kultivace na odpadni syrovatce

Snizeni naklail na kultivaci bakterii Ize uskuteit vyuzitim syrovatky jako kultivéniho
média. Syrovatku dodala firma Pribina spol. srkde vznikd jako odpadni produkt
pii vyrob¢ syru Hermelin. Red kultivaci byla syrovatka zbavena bilkovin — aldggaim
0,1 mol.I* H,SO;, na pH 4,6 a povanim na vodni 1azni po dobu 20 min se vysraZelgikas
a a- a B-laktoglobuliny, které byly odsedkny pri otakach 5000 mirt (10 min). Nakonec
bylo pomoci 1 mol:} NaOH upraveno pH na 6.

Kultivace probihala ve fermentoru, kde bylo &amvano 1,5 | upravené syrovatky 150 ml
rekultivovaného inokula. Podminky Kkultivace byly oglné s podminkami uvedenymi
v kap. 2.3.3.

2.3.4 Priprava biomasy na biosorpci

Biomasa nakultivovana ve fermentoru byla ¢eldiha na centrifuze ip otatkach
6000 min* po dobu 10 min. Poté byla 2x promyta deionizovanodou, pokazdé odstkna
za stejnych vySe uvedenych podminek, nakonec rpesdsvana v malém mnozstvi
deionizované vody asuSena v peé¢i 0 °C do konstantni hmotnosti. Pro ziskani co
nejwtSiho specifického povrchu byla sucha biomasa reaatv porcelanové misce.

2.3.5 Priprava roztoki tézkych kovi

Navazky jednotlivych soli byly v odémych bakach rozpu&ny v destilované vadna
pozadovanou koncentraci. Uprava pH byla provedemanogi 0,1 molf HNO;
a 0,1 mol.f NaOH. Resna koncentrace roziokpak byla stanovena komplexometrickymi
titracemi. Vzhledem ktomu, Ze experimenty byly y@rdEny postups, byly po 5 dnech
piipravovany vzdy nové roztoky, aby séegeslo jejich vyp@vani a zming¢ koncentrace.
Z tohoto divodu byly také roztoky uchovavany v chlathe @i 4 °C.

2.3.6 Biosorpéni experimenty

Biosorgini experimenty byly provedeny ve vsadkovém tégani. K 20 ml testovaného
roztoku €zkého kovu v 100 ml Erlenmeyerovérnba bylo gidano gesné mnozstvi suché
biomasyGeobacillus thermodenitrificanrSCM 2566 (dale jen CCM 2566), respeobacillus
thermocatenulatu€CM 2809 (dale jen CCM 2809) a suspenze byla neclrécubovat na
tiepaice [ teplo& 25 °C a otékach 100 mift po dobu 12 hodin. Po této dobyla biomasa
odstedsna i ot&kach 6000 mit po dobu 10 min. Supernatant byl pouZit pro
komplexometrické stanoveni kafme koncentrace&tkého kovu.

2.3.6.1 Vliv pH

Pro posouzeni,ipkterém pH probih& biosorpce né&jingji, byla do 50 ml odrérnych
barek pripravena sada roztakowvi dle nasledujiciho rozpisu:

Tii roztoky Cd* s pH 3, 4 a 5, vzdy o koncentraci 0,5'g.|

ti roztoky Zrf* s pH 3, 4 a 5, vzdy o koncentraci 0,5'g.|
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ti roztoky PB* s pH 3, 4 a 5, vzdy o koncentraci 1'g.|
Z kazdého roztoku bylo pouzito 20 ml, ke kterym doyfidano 20 mg suché biomasy
(s presnosti na 0,1 mg). Déle bylo postupovéano, jak/@gdano v kap. 2.3.6.

2.3.6.2 Vliv koncentrace biomasy

Ke 20 ml roztoku kovu o koncentraci 0,5(C?*, Zr"), resp. 1 gt (PE*) a optimalnim
pH (zjis€ném gedchazejicim stanovenim) byléigano fizné mnozstvi suché biomasy - 10,
20, 40 a 60 mg (stpsnosti na 0,1 mg). Dale bylo postupovano, jakgelano v kap. 2.3.6.

2.3.6.3 Vliv kultivace na syrovatce

Postup pro tento experiment je totoznyiedezhazejicim, ale byla vyuZita biomasa
kultivovana na syrovatce. ®pbylo ke 20 ml roztoku kovu o koncentraci 0,5'g(Cu*,
Zn*"), resp. 1 git (PF") a optimalnim pH pdano fizné mnoZstvi suché biomasy - 10, 20, 40
a 60 mg (s fesnosti na 0,1 mg). Déale bylo postupovano, jak/@lano v kap. 2.3.6.

2.3.6.4 Vliv koncentrace &kych kowvi

Pro posouzeni zavislosti sérp kapacity bakterii na koncentraci Kobyly pripraveny
roztoky o fiznych koncentracich, ke kterym byléigano 40 mg suché biomasy (&gnosti
na 0,1 mg) a dale bylo postupovano, jak je uvedekap. 2.3.6. Roztoky #hy nasleduijici
slozeni:

roztok Cd" o koncentracich 0,5; 0,6; 0,7 a 0,8'caloptimalnim pH;
roztok Zrf* o koncentracich 0,5; 0,6; 0,7 a 0,8"qaloptimalnim pH;
roztok PB* o koncentracich 1; 1,1; 1,2 a 1,3"ggl optimalnim pH.

2.3.6.5 Pouzité vypdéetni vztahy
Ubytek kovu byl péitan ze vztahu:

(bytek kovu (%) = 2~

100, 9

p
kdec, je paateni koncentrace kovu (61, ckje konena koncentrace kovu (g).
Sorgini kapacita byla pfitana ze vztahu:

_V(@-09
—

q (10)

kde V je objem roztoku obsahujici kov (1§, je paateeni koncentrace kovu (md) a c
konesna koncentrace kovu (mg)lam je hmotnost su$iny biosorbentu (g).
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2.3.7 Chelatometrické stanoveni koncentraceéZkych kovia

2.3.7.1 Stanoveni n&di

Pro stanoveni byly odebirdny 2 ml vzorku, kteréybgitimérens ziedény destilovanou
vodou (asi 25 ml). K roztoku bylaidano asi 5 ml 1 moli NH,Cl a kapka NH(roztok NH;
zredény vodou 1:1), aby vysledné pH bylaéilgizné 8. Po pidani indikatoru murexidu byl
vzorek titrovan 0,001 mollEDTA do prvni zniny Zlutého zabarveni na fialové. Kazdy
vzorek byl titrovan 3x.

2.3.7.2 Stanoveni olova

Pro stanoveni byly odebirdny 2 ml vzorku, kteréybgitimérens ziedény destilovanou
vodou (asi 25 ml) afflano rekolik kapek 0,2% roztoku xylenolové oranze agpstech tuhy
urotropin az do vzniku intenzivnih@ervenofialového zabarveni. Vzorek byl titrovan
0,001 mol. EDTA do prvni zniny zabarveni na citronévzluté. Kazdy vzorek byl titrovan
3X.

2.3.7.3 Stanoveni zinku

Pro stanoveni byly odebirany 2 ml vzorku, kteréybptiméiend ziediny destilovanou
vodou (asi 25 ml) affdano rekolik kapek 0,1% roztoku xylenolové oranZze a vzpikluty
roztok byl neutralizovan 1 moftINaOH aZ do vznikuserveného zabarveni. Poté byla po
kapkéach pidavana 1 molt HNOs, abycervené zbarveni zmizelo. Nakonec bkibavan tuhy
urotropin, aZ se ai dervené zbarveni objevilo. Vzorek byl titrovan 0,06al.I* EDTA
do prvni znény zabarveni na citronézluté. Kazdy vzorek byl titrovan 3x.

2.3.7.4 Pouzité vypdéetni vztahy

Vypocet koncentrace chelatonu:

m

C =—, 11
EDTA T\ v (11)

kde m je navazka chelatonu (gyl molekulovd hmotnost chelatonu (g.mpla V je objem
roztoku chelatonu ().
Vypocet koncentrace kovovych iant

—_ CEDTA |N/EDTA Df m
2+ = ’
M \%

C 12)

kde cepra je koncentrace chelatonu (md)J Vepra je spoteba chelatonuiptitraci (1), f je
faktor fedéni, A je atomova hmotnost kovu (g.mdlaV je objem roztoku kovu (I).

Naméiena data byla statisticky zpracovana na hkadstatistické vyznamnosti 0,05
uréenim intervalu spolehlivosti, ktery se vy ze vztahu:
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S
X+t,, 0=, (13)
“Jn
kde X je aritmeticky pémer, t, , je tabelovany Studeint koeficient sv stupni volnosti a na
hladirg vyznamnosti, s je snérodatna odchylka a patet vysledk.
Vypocet aritmetického @imeru:
2%
X=— (14)
n

kdex; je nangtena hodnotaj je paet vysledk.

Vypocet sngérodatné odchylky:

o= /Z(Xin_ X) , (15)

kdex; je nangtena hodnotax je aritmeticky pamer, n pcocet vysledk.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Ristové Kivky

Hodnoty absorbancetip 600 nm ziskané turbidimetricky ¢bem kultivace bakterii
Geobacillus thermodenitrifican€CM 2566 aGeobacillus thermocatenulatuSCM 2809
pii 65 °C jsou uvedeny v iHoze. Hodnoty byly vyneseny do Grafu 1 jako zawssl
absorbance néase.

Graf 1: Ristové kKivky CCM 2566 a CCM 2809
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Z rastovych Kivek jsou patrné vSechny fazéstu — lag faze, exponencialni i stacionarni
faze. Srovnanim obouistovych Kivek vyplyva, Ze bakterie CCM 2809 zecatku rostla
rychleji, navic lag faze u ni trvala jertillizné 4 hodiny, zatimco u CCM 2566 trvala
piiblizné 6 hodin. Do stacionarni faze se vSak ddakterie dostaly po zhruba stejné &ob
tj. kolem 25. hodiny a narostlo i téinstejné mnozstvi biomasy. Pro biosarpexperimenty
je vhodné pracovat s biomasou nachazejici se wp@zgbonencialni fazi, kdy jesppomno co
nejvetsi mnozstvi Zivych buik. Z tohoto divodu byly pro veskeré experimentysobakterie
kultivovany vzdy po dobu 24 hodin.

3.2 Optimalizace komplexometrickych titraci

Biosor@ni schopnosti mikroorganismbyly u pevazné wtSiny studii posuzovany
pii nizkych koncentraci kav (10 — 300 mgl), které byly néteny nefastji metodou
atomové absofmi spektrometrie. Pro tuto pracihbyt pavodre také vyuzit Skolni atomovy
absorgni spektrometr, ale zigtodu jeho poruchy bylo nutnéfigtoupit k metod jiné.
Zvoleny byly komplexometrické titrace. Jejich metar®vitelnosti je vSak vysSSi nez
u atomové absoipi spektrometrie, a proto byly zvoleny vySSi@iani koncentrace kav
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Pro Cd" a zrf* ionty byla utena jako vhodna koncentrace od 500 thgdro PB* ionty

od 1000 mgt. P koncentracich 500 mgIresp. 1000 mgl byl jiz dostatens vyrazny

barevny pechod pi titraci 0,001 molf EDTA a zarové signifikantni spdeba chelatonu
(priblizné 10 ml a vice).

3.3 Biosorpéni experimenty

3.3.1 VlivpH

Podle literatury je pro biosorpci obe&cnejvhodijSi rozmezi pH 3 — 6 [9]. iP Upraw
roztoki dochazelo u vsSechtitkova pii pH > 5,5 k hydrolytickému vykovani hydroxid
danych ionl, coZ by ovliviovalo biosorpci, proto byl posuzovan vliv poutehodnot, a to
pH 3,4 a5.

Spotebované objemy chelatonu jsou uvedenyiiloPe (stej@ tak jako veSkeré ostatni
nantiené spdeby chelatonu ip dalSich experimentech). Tab. 3 uvadi Wjipané pdateni
a kon€né koncentrace a procentudlni tbytky kov

Vypocet koncentraci byl proveden pomoci viiafil) a (12) a data byla statisticky
zpracovana v programu Excel pouzitim funkci PRUMERIODCH a CONFIDENCE:

m _ 0373
MV 372240

navazka EDTA do 1 | byla 0,3730 g 2, = =0,001002mol.I"*

Piiklad vypaitu pasatesni koncentrace roztoku Elo pH 3:

pramérna spateba EDTA byla 15,37 ml, na titraci bylo odpipetog&hml z 50 ml zasobniho

roztoku =>c, = o ¥, CF CA_ 0,001002D0153725063546 _ 4 ol

\Y 005

Timto zpisobem byly peitany vSechny nésledujici koncentrace ro@tok

Tab. 3: Hodnoty ubyitkowi pri ruznych pH

kov pH G (g o (9.1 Ubytek kovu (%)
CCM 2566 CCM 2809 CCM 2566 CCM 2809
3 0,489 +0,002 0,481+ 0,001 0,475 + 0,002 1,735  82@,
Cu 4  0,483+0,002 0,470 +0,002 0,462 + 0,002 2,637 ,28@
5 0,4961+0,0008 0,474 +0,003 0,464 + 0,002 4,385 6,524
3 1,076 + 0,006 1,02 + 0,01 1,024 + 0,009 5,145 23,8
Pb 4  1,047+0,003 0,948 + 0,006 0,946 + 0,007 9,421 58P,
5 1,000 + 0,006 0,907+ 0,006 0,910 + 0,006 9,343  99B,
3  0509+0,002 0,5003+0,0009 0,504 + 0,002 1,717 0,966
Zn 4  0,512+0,002 0,500 + 0,003 0,498 + 0,002 2,452 872
5 0,5118+0,0009 0,4927 +0,0009 0,487 +0,002 38,7 4,803
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Graf 2: Procentualni abytek kéri riiznych pH u CCM 2566
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Ubytek kovu (%)
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Graf 3: Procentualni ubytek ko riuznych pH u CCM 2809
10

Ubytek kovu (%)

Cu Pb Zn
OpH3 EpH4 BEpHS

Z vysledk je patrné, Ze pH roztoku kovu mé& na biosorpci grohvyrazny viiv. U CCM
2566 je pro biosorpci Glia Zrf* nejvhodwjsi pH 5, pro PB pH 4 (Graf 2). Literatura uvadi
pro tento mikroorganismus optimalni pH pro biosoa®* hodnotu 7,5; pro Zii 5 a PK*
4,5 [50]. Pro posledni dva kovy se tedy vysledkgdahi, u néd’natych iontt nemohlo byt
stanoveni provedeno pro pH 7,5u0kwySe uvedené skutaosti, Ze jiz pi pH 5,5 vytvé&ela
meéd’ sraZzeniny hydroxidu, které by biosorpci znermaly.

U CCM 2809 jsou vysledky shodné — optimalni pH Ipisorpci Ca* a Zrf*je 5, pro Ph"
pH 4 (Graf 3). Srovnani s literaturou neni mozméiq¥e tento mikroorganismus byl testovan
jen na biosorpci kadmia [48].

Pro dalSi experimenty byly pouzivany roztoky k@mvuvedenych optimalnich pH.
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3.3.2 VIiv koncentrace biomasy

DalSim parametrem, kterytrhe ovliviovat biosorpci, je koncentrace biosorbentu, tedy
mnoZstvi sorbujici biomasy.

Vypocet sorgni kapacity byl proveden uzitim vztahu (10):
Piiklad vypaitu pro sorpni kapacitu C& kmenem CCM 2566 o koncentraci 0,5y kdy
bylo pouzito 20 ml roztoku a navazka biomasy byl&2Ing:

V [(c-a) _ 002 [(498793- 466955
m 00112

Geobacillus thermodenitrifican€€CM 2566

= 569mg.g*

q:

Tab. 4: Hodnoty sornich kapacit CCM 2566/priiznych koncentracich biomasy

kov Cbiomasy(g-l-l) mbiomasy(mg) Cp (gll) Ck (gll) q (mggl)
0,5 11,2 0,499 +0,002 0,467 + 0,002 56,9
Cu 1 23,0 0,5163 + 0,0008 0,4898 + 0,0008 23,1
2 41,3 0,501 +0,002 0,457 + 0,007 21,1
3 61,8 0,5163 + 0,0008 0,467 + 0,002 16,0
0,5 9,8 1,002 + 0,005 0,948 + 0,006 109,5
Pb 1 21,0 1,069 £ 0,005 0,974 + 0,007 90,6
2 40,7 1,069 £ 0,005 0,962 + 0,003 52,7
3 61,8 1,069 + 0,005 0,90 + 0,02 53,8
0,5 9,0 0,5085 + 0,0009 0,5019 + 0,0009 14,6
7n 1 22,2 0,541 +£0,002 0,530 + 0,002 9,8
2 40,6 0,541 +0,002 0,523 + 0,004 8,9
3 60,8 0,541 +0,002 0,518 + 0,002 7,4

Graf 4: Zavislost sorgni kapacity CCM 2566 pro Glia Zrf* na koncentraci biomasy
60
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Graf 5: Zavislost sorgni kapacity CCM 2566 pro Bbna koncentraci biomasy
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Zavislosti sorpnich kapacit na koncentraci biomasy byly sestrojdoyjednoho grafu
pro Ct* a Zrf*, pro PB* ionty musely byt sestrojeny zviiSprotoZe byly prom¥ovany
pii jiné koncentraci a nelze je tedy srovnavat sdyzbiydvéma kovy.

U m&dnatych iont (Graf 4) je sorpni kapacita nejvyssitppouziti 0,5 g.f* biomasy, a to
56,9 mg.d. Poté prudce klesa &ifxoncentracich 1, 2 a 3 g.ke jiZ #li§ nemeéni a pohybuje
se kolem hodnoty 20 mg’g TaktéZ u zinénatych iont je sorgni kapacita nejvy3sitp
koncentraci biomasy 0,5 g.I(14,6 mg.g). Na rozdil od Ct iontii vSak vliv koncentrace
biomasy neni tak vyrazny. U Phionti (Graf 5) neni pokles tolik strmy, je téminearni az
do koncentrace biomasy 24.lkde kles4 na hodnotu 52,7 mg.gfi vy3si koncentraci
biomasy se sotmi kapacita nesmi. Tyto vysledky koresponduji se Zay v literatue, Ze
shizovanim koncentrace biomasy se zvySuje jejicabrRapacita, i kdyz absolutni Ubytek
kovu se naopak zvySuje se zvySujici se koncentvawmhasy. PouZiti nizSi koncentrace
biomasy je tedy &inngjSi. Divodem sniZujici se safpi kapacity pi vySSich koncentracich
biomasy mohou byt vzajemné interakce mezi vazebmyisiy [4, 49].

Bakterie Geobacillus thermodenitrifican€CM 2566 ma vyssi satpi kapacitu pro CU
neZ pro ZA". To je ve shod se studii zabyvajici se biosorpci touto baktexikoli v ni se
uvadi, e sorfmi kapacita pro Zi je 48,2 mg.ga pro CG" 50,0 mg.g. Tyto hodnoty jsou
viak zjiskny pro koncentraci kovu 175 mg,lcoZ je nejvy3si koncentrace, ktera byla v této
studii pouZita, navic ¥ koncentraci biomasy 2 @l ZAvislosti sorgni kapacity na
koncentraci biomasy se tato studie nezabyvala. Bignporovnanim uvedenych s@rmgch
kapacit pro danou koncentraci biomasy {C80,0 mg.g vs. 21,1 mg.g a Zrf* 48,2 mg.¢
vs. 8,9 mg.d) je mozné usuzovat, Ze vysoké koncentrace kovel gidlizng 0,5 g.I*) mohou
biosorpci negativé ovliviiovat. Divodem pro rozdilnou soépi kapacitu vSak ize byt také
odliSny pivod kmene. Ve studii byl pouzit kmen izolovanieky Damodar v Indii, tudiz jeho
bung¢na stna mohla byt uzjsobena vyskytw¥kych kowa [50].
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Geobacillus thermocatenulatuS§ CM 2809

Tab. 5: Hodnoty soifnich kapacit CCM 2809/priiznych koncentracich biomasy

KOV Chiomasy(0- |_l) Mbiomasy (MQ)

(9.1

c (9.1

q (mg.g

)

0,5 10,0 0,499 £ 0,002 0,4670 +0,0008 64,7

- 1 19,8 0,5163 £ 0,0008 0,4845 + 0,0008 32,2
2 41,8 0,5163 + 0,0008 0,460 + 0,004 26,9

3 61,4 0,499 £ 0,002 0,4208 +0,0008 25,6

0,5 9,8 1,002+0,005 0,950+0,005 105,9

- 1 20,6 1,002 + 0,005 0,901 + 0,007 97,4
2 39,6 1,002 + 0,005 0,870 + 0,003 66,4

3 60,0 1,002 £ 0,005 0,84 £0,01 54,2

0,5 9,0 0,5085 + 0,0009 0,499 + 0,002 20,6

7n 1 20,8 0,5085 + 0,0009 0,490 + 0,002 17,3
2 40,0 0,5085 +0,0009 0,4812 + 0,0009 13,7

3 58,8 0,5085 + 0,0009 0,471 + 0,002 12,8

Graf 6: Zavislost sorgni kapacity CCM 2809 pro Glia Zrf* na koncentraci biomasy

q (mg.g")

70 -
64,7
60 - e Cu
50 | —=—7/n
40 -
30 -
25.6
20 - 17,3 13,7
=128
10 -
O I I I I I I
0 0.5 1 15 2 25 3

Coiomasy (g-rl)

3,5

43



Graf 7: Zavislost sorgni kapacity CCM 2809 pro Bbna koncentraci biomasy
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Sorgni kapacita pro #naté ionty kmene CCM 2809 (Graf 6) je nejvySBinejnizsi
koncentraci biomasy (64,7 mg)y poté strms klesé a od koncentrace biomasy 1' @lvyssi
se jiz [¥li§ nen¥ni. V pripads Zn** plati ot nefiméa Ungra, i kdy? koncentrace biomasy uz
nema tak vyrazny vliv na sami kapacitu. Srovnanim sdmich kapacit pro Cii a zrf*
plati, Ze kmen CCM 2809 m&tgi sorgni kapacitu pro fd’naté ionty. U olovnatych iofit
(Graf 7) je pokles pozvolny, u nejniz8ich dvou kemicaci (0,5 gt a1 g.) neni velky
rozdil v sorgnich kapacitach, proto koncentrace 0,5 qkni tolik &inna a tedy vyhodna,
protoZe absolutni Ubytek kovu je nizsi.

Pro zjiséni, ktera bakterie ma lepsi sonp schopnosti, byly zavislosti sa@mich kapacit
pro jednotlivé kovové ionty vyneseny do jednoholsfitého grafu pro abbakterie.

Graf 8: Porovnani sorgnich kapacit obou bakterii pro €u
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Graf 9: Porovnani sorgnich kapacit obou bakterii pro Pb
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Graf 10: Porovnani sorgnich kapacit obou bakterii pro Zh
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Z Grafi 8, 9 a 10 je patrné, Ze baktefsmobacillus thermocatenulat/SCM 2809 ma
v pripadt méd’natych a zinénatych ionti zcela ptkazre vétSi sorgni kapacitu, u olovnatych
ionti je pi koncentraci biomasy 0,5 g.Isorgni kapacita sice nizsi, ale nijak vyznamn
proto Izefict, Ze obecthima bakteries. thermocatenulatu€ CM 2809 ¥tSi sorgni kapacitu
pro vSechnyit sledované kovy nez bakter®. thermodenitrificansCCM 2566. Vzhledem
k podobnému gilbé¢hu srovnavanychikvek Ize také pedpokladat, Ze mechanismus biosorpce
probiha u obou bakterii podobn
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3.3.3 Vliv kultivace na syrovatce

Pro tento experiment byly pouZzity bakterie kultieo¢é na syrovatce, jakozto odpadnim
produktu slouzicim jako levné Zivné meédium. Cilegtobposoudit, zda pouZiti syrovatky
neovliviiuje sorgni kapacitu.

Geobacillus thermodenitrifican€€CM 2566

Tab. 6: Hodnoty soinich kapacit bakterie CCM 2566 kultivované na sgtoe @i riznych
koncentracich biomasy

kov Cbiomasy(g-l_l) Mpiomasy (MQ) Cp (g.l'l) Ck (g.l'l) q (mg-gl)
0.5 11,6 0,499 +0,002 0444 + 0,002 96,1

1 23.0 0,5163 + 0,0008 0,464 + 0,002 457

cu 2 41,0 0,501 0,002  0.409 + 0,002 45,0
3 60,8 0,5163 + 0,0008 0,389 + 0,003 41,9

0.5 9,8 1,002+0,005 0,93 +0,01 1448

o 1 21,8 1,002+0,005 0,87 +0,01 125.4
2 42,8 1,002+0,005 0,80 +0,01 96,2

3 62,4 1,002+0,005 0,756 + 0,007 78,7

0.5 10,8 0,5085 + 0,0009 0,469 + 0,005 72.8

. 1 20,2 0,5085 + 0,0009 04364 +0,0009 71,4
2 412 0,5085 + 0,0009 0,3807 +0,0009 62,0

3 61,6 0,5085 + 0,0009 0,325 + 0,002 59,6

Graf 11: Srovnani sogmich kapacit CCM 2566 kultivované na syrovatce arigro Ca*
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Graf 12: Srovnani sogmich kapacit CCM 2566 kultivované na syrovatce arigro PB*

160

N - —~— - na syrovatce
Sen —e— bez syrovatky

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5
Cbiomasy(g-l_l)

Graf 13: Srovnani sodnich kapacit CCM 2566 kultivované na syrovatce ardero ZA*
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Z pohledu na Grafy 11, 12 a 13 je patrné, Ze sorgapacita CCM 2566 se pouzitim
syrovétky jako kultivéniho média vyrazhzvysila pro vSechnyitsledované kovy.

47



Geobacillus thermocatenulatuS§ CM 2809

Tab. 7: Hodnoty soinich kapacit bakterie CCM 2809 kultivované na sgto® @i riznych
koncentracich biomasy

KOV Coiomasy(@-1")  Mhiomasy(MQ) Cp (9-1) o (9-1) q (mg.g")
0,5 11,6 0,499 +0,002 0,437 + 0,002 107,0

cu 1 23,2 0,5163 + 0,0008 0,414 + 0,003 88,3
2 40,8 0,501+ 0,002 0,349 + 0,003 74,7

3 60,6 0,5163 +0,0008 0,3316+0,0008 60,9

0,5 10,6 1,002 0,005 0,884 + 0,003 222,0

o 1 21,4 1,069 0,005 0,896 + 0,006 161,7
2 40,1 1,069 + 0,005 0,837 + 0,006 115,6

3 61,6 1,069 +0,005 0,839 + 0,003 74,7

0,5 10,2 0,5085 + 0,0009 0,466 + 0,002 82,5

- 1 20,4 0,541+0,002 0,475 + 0,003 64,3
2 39,6 0,541+ 0,002 0,42 +0,02 59,6

3 63,8 0,541 +0,002 0,352 + 0,002 59,1

Graf 14: Srovnani sonich kapacit CCM 2809 kultivované na syrovatce arigro Ca*
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Graf 15: Srovnani sogmich kapacit CCM 2809 kultivované na syrovatce arigro PB*
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Graf 16: Srovnani sognich kapacit CCM 2809 kultivované na syrovatce ardgro ZA*
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Z Grafi 14, 15 a 16 Ize a@p pozorovat zvySeni sofpich kapacit pro vSechnyi tkovy
pii kultivaci CCM 2809 na syrovatce.

Duvodem ¥tSich sorpnich kapacit u obou bakterii sCitosti neni to, Ze by seépk
,aktivovala“ vazebna mistaCasténé by mohlo vlivem kultivace dojit ke znam
na burcné séné, nag. k rozdilnému stérickému usf@alani pitomnych biopolymat,
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Vv jejichZ struktiie by se pak zachytilo vice kovovych ibnmnohem pravtpodobrjSi je ale
fakt, Ze se na sorpci kbwzaala podilet i pitomna syrovatka. Zbytky syrovatky totiz nebylo
mozné ani fi dodrZeni postupu promyvani biomasy, (tj. dvopmyti deionizovanou vodou)
zcela odstranit. Bkazem bylo s#tlé zabarveni suSené biomasy, jeji odliSna (mazlava
konzistence a zejména jewi ppamotném biosotmim experimentu, kdy se na granulky
biomasy postuphnavazovaly Cti ionty a zfisobovaly jeji vyrazé modré zbarveni. Tento
jev u biomasy kultivované na Bacillus médiu poz@mov takové nie nebyl.

Uvedené hodnoty sokpich kapacit biomasy kultivované na syrovatce talka povazovat
za zcela odpovidajici, protoZze zalezi na tom, kejilovatky na biomase wip. Nicmére to,
Ze obecn dochazi kwtSimu UObytku kou z roztoki, bylo prokazano u obou bakterii
pro vSechnyif stanovované kovové ionty.

3.3.4 VIliv koncentrace téZkych kovi

Toto stanoveni méa za cil posoudit, jak se &woirgkapacita bakterii #mi v zavislosti
na koncentraci¢gkych kovi. Na zaklad ziskanych vysledk Ize za timto telem sestrojit
nelinearizované sopi izotermy, jakozto zavislosti safpi kapacity na konych
(rovnovaznych) koncentracich kovu. Zakladnim poxkde pro sestrojengéthto zavislosti
je konstantni teplota ¢hem celého procesu, coZz bylo dodrZzeno (experimenbpihaly
za teploty 25 °C) a ustaveni rovnovahy. Biosorgcprpces velmi rychly, rovnovaha nastava
obvykle vidadech minut. Podle literatury byla doba ipbh& pro ustaveni rovnovahy
u G. thermodenitrificans hodin [50], proto byla pro experimenty zvolenabaal2 h, aby
byla s jistotou spkna i tato podminka.

Geobacillus thermodenitrifican€CM 2566
Tab. 8: Vliv p@atecni koncentrace kovu na sarg kapacitu CCM 2566

KOV Mbiomasy(MQ) G (9. G (g.l)  Ubytek kovu (%) g (mg.gY)
41,3 0,501 £0,002 0,457 % 0,004 8,7 21,1
u 40,2 0,603 £0,002 0,555 + 0,002 7.9 23,8
41,6 0,700 £0,002 0,648 + 0,003 7,4 24,7
39,8 0,801 £0,002 0,746 + 0,002 6,9 27,7
40,7 1,069 £ 0,005 0,962 + 0,003 10,0 52,7
o 40,8 1,097 0,006 0,99 % 0,01 9,9 53,4
41,2 1,202 £+0,003 1,09 % 0,01 9,4 54,6
40,5 1,305+ 0,006 1,17 0,01 10,1 64,9
40,6 0,541 0,002 0,523 + 0,004 3,3 8,9
- 41,6 0,611 £0,002 0,586 + 0,002 4,1 12,1
39,5 0,716 £0,002 0,687 % 0,005 4,0 14,7
40,2 0,835+0,002 0,800 + 0,003 4,2 17,4
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Graf 17: Sorpni izoterma CCM 2566 pro Gla zrf*
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Graf 18: Sorpni izoterma CCM 2566 pro Bb
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Z divodu stanoveni Pb pii jinych koncentracich neZ zbylé ionty je s@mp izoterma
pro tento kov sestrojena zvias
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Z Grafi 17 a 18 je patrné, Ze zvySovanim koncentracei lsgvsorpni kapacita bakterie
CCM 2566 zvySuje pro vSechnii stanovované kovy. U Glia Zrf* je zvySeni sormich
kapacit porirng pravidelné, u PB dochazi k nérstu aZ u nejvyssi koncentrace. Zvy$ovanim
koncentrace kovu by zaravenélo dochazet k snizovani jeho procentualniho ubyfka]
Tento gedpoklad je spkn u C¢" ionti, aZ na posledni hodnotu u®mnti, u Zrf* ionti
procentualni Ubytek p&kud kolisa, ale alespicse pohybuje v Uzkém intervalu (Tab. 8).

Geobacillus thermocatenulatuS§CM 2809
Tab. 9: Vliv p@atecni koncentrace kovu na safg kapacitu CCM 2809

KOV Mbiomasy(MQ) 6 (9.1 a (9.1 Ubytek kovu (%) g (mg.g?)
41,8 0,5163 + 0,0008 0,460 + 0,004 10,9 26,9
cu 40,5 0,603 £ 0,002 0,545 = 0,002 9,5 28,3
39,8 0,700 £ 0,002 0,6362 + 0,0008 9,1 32,0
41,1 0,801 £ 0,002 0,7349 £ 0,0008 8,3 32,3
39,6 1,002 £ 0,005 0,870 = 0,003 13,1 66,4
Pb 40,0 1,097 £ 0,006 0,96 £0,01 12,8 70,1
39,4 1,202 £ 0,003 1,05+0,01 12,8 78,2
39,8 1,305 + 0,006 1,138 + 0,006 12,7 83,5
40,0 0,5085 +0,0009 0,4812 + 0,0009 54 13,7
7n 41,2 0,611 + 0,002 0,580 + 0,003 51 15,1
40,3 0,716 £ 0,002 0,6844 + 0,0009 4,4 15,5
39,8 0,835 £ 0,002 0,794 = 0,002 4.8 20,3

Graf 19: Sorpni izoterma CCM 2809 pro GlLia zrf*
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Graf 20: Sorpni izoterma CCM 2809 pro Bb
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U bakterie CCM 2809 se také somp kapacita zvySuje s rostouci koncentraci u vieefi
(Grafy 19 a 20) a ap je pozorovan trend sniZzovani procentualniho Gbykvu @i rostouci
koncentraci (Tab. 9).

Vyznamnym nedostatkem tohoto stanoveni je, Ze toyh§ren jen uéity vysek z intervalu
koncentraci, a to pofmé vysoké koncentrace. ProtoZze vSak komplexometritkace
neumo#ovaly prongfit oblast nizkych koncentraci, nejsou hodnoty &oigh kapacit
pro tyto koncentrace v izotermactkibec zahrnuty. #tom zvySovani sofmi kapacity neni
linearni, ale byva nejvyrazjsi pr& pii nizkych koncentracich [49]. Kili témto chyl&jicim
hodnotam nemohly byt proto sestrojeny ani linearg® Langmuirovy izotermy, ze kterych
by bylo mozné stanovit maximalni sénp kapacitu bakterie pro dany kov, cozZ jecasgji
pouzivany parametr, ktery slouzi k srovnavani &uipp potencialu meziugnymi druhy
sorbent. Proto je také obtizné srovnat sorppotencial zde testovanych bakterii s jinymi,
u nichz byla maximalni soépi kapacita stanovena.

Z hodnot procentualnich Ubytkkovi, které se pohybuji u bakterie CCM 2566 zhruba
okolo 8 % pro Cti, 10 % pro PH a 4 % pro Zf'", u bakterie CCM 2809 okolo 9 % pro €u
13 % pro PB" a 7 % pro ZA' (piesné hodnoty Tab. 8 a 9), je jasné, Ze biosorpeewniakto
vysokych koncentracichémito bakteriemi dinna. Praktické vyuZziti této metody je tedy
mozZné jen v oblasti nizkych koncentraci, jak takadil literatura. Pak seiiinost nize blizit
aZ ke 100 %, zejména u velmi nizkych koncentraai(rokolo 10 mg:F) [49, 50].

Co se tyka srovnani afinit bakterii k jednotlivyravkm, tak pokud vezmeme v Gvahu, Ze
PK** ionty byly prongfovany i vysSich koncentracich ne? zbylé dva kovy ftom
procentuélni Ubytek Bbje wtsi, je mozné fedpokladat, Ze @bbakterie maji nejvy3si afinitu
praw k olovnatym ionim. Pdadi afinity jednotlivych kowt k obkéma bakteriim by pak bylo
Pb > Cu > Zn.
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ZAVER

PredloZzena diplomova prace se zabyvala biosogélyth kowvi termofilnimi bakteriemi.
Jako biosorbenty byly vybrany dva zastupci rd@eobacillus— G. thermodenitrificans
CCM 2566 a G. thermocatenulatusCCM 2809, jejichz biosokmi schopnosti byly
posuzovany pro ionty Gty P*a zrf*. Biosorgni experimenty probihaly ve vsadkovém
uspdadani s michanim a pro kazdy kov zvlaSledovan byl vliv iznych faktod, ktere
mohou biosorpci ovlitovat — pH, koncentrace biomasy, koncentrace kovapisob
kultivace.

Vliv pH byl pom&rg vyrazny, optimalni pH pro biosorpci Eua Zrf* bylo 5, pro PB'
pH 4 u obou bakterii.

Pro posouzeni schopnosti biosorbentu vazat iaidlgyth kowvi byla stanovovana velna
sorgni kapacita. B studiu vlivu koncentrace biomasy na biosorpci obyjiS€no, ze
pii nizSich koncentracich ma dané bioma&&ivsorgni kapacitu a biosorpce je efektési.

Koncentrace kovu taktéZ oviiuje velikost sorpni kapacity obou bakterii¢im je
koncentrace kovu &Si, tim je ¥tSi i sor@gni kapacita, ale zaroiiese snizuje &innost
biosorpce. Vzhledem k tomu, Ze stanoveni konceatkant byla kuili poruSe atomoveho
absorgniho spektrometru provéda komplexometrickymi titracemi, probihaly veSkeré
experimenty s poginé koncentrovanymi roztoky, které pro biosorpci nejsdhodné. To
dokazuje i velmi nizké procento nasorbovaného mrabdkewvii.

Stejre jako vSechny jiné oblasti, i biosorpce &mnji k tomu, aby byly provashy co
nejlevrgji. Snizit naklady Ize nafklad zpisobem kultivace biomasy. Proto byl testovan vliv
syrovatky, odpadniho produktuiipvyrobé syru, slouzici jako levna nahrada kultiméch
médii. Pozorovan byl vyrazny riét sorgnich kapacit obou bakterii pro vSechny kovy.
Prestoze to s ne§Si prav@podobnosti nebylo Zigobeno zrnou biosorpnich schopnosti
samotnych bakterii, ale kombinaci sorpce syrovatkjomasy, Ize tento efekt povaZovat za
pozitivni.

Afinita kovi k obdma bakteriim byla wena ve s@ru Pb > Cu > Zn. Biosorpce u obou
bakterii probihala velmi podobn srovnani velikosti sotpich kapacit ale ukazuje, Ze
bakterieG. thermocatenulatuna lepsi sogni schopnosti ne®. thermodenitrificans
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Ceska sbirka mikroorganism
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Ethylendiamintetraoctova kyselina
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Kyselina teikoova

Kyselina uronova

Lipopolysacharidy

Polymeréazovietizova reakce
Peptidoglykan

Polysacharidy
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Sulfatované polysacharidy
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PRILOHY

Priloha 1. Nangfena data pro sestrojeriistovych Kivek (Graf 1)

G. thermodenitrificans| G. thermocatenulatus
CCM 2566 CCM 2809
t (h) Asoo Aeoo
0 0,11 0,13
2 0,11 0,13
4 0,11 0,13
6 0,11 0,23
7 0,18 0,33
8 0,28 0,40
9 0,37 0,50
10 0,47 0,53
11 0,51 0,56
12 0,55 0,60
13 0,58 0,63
14 0,61 0,66
15 0,64 0,68
16 0,67 0,71
17 0,68 0,73
18 0,70 0,75
19 0,71 0,75
20 0,73 0,77
21 0,74 0,79
22 0,75 0,79
23 0,77 0,80
24 0,80 0,82
25 0,80 0,83
26 0,82 0,84
27 0,82 0,83
28 0,83 0,83
29 0,82 0,84
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Ptiloha 2: Spaebované objemy chelatoni fitraci — stanoveni vlivu pH

kov pH Vepra (Ml) @ Vepra (M)
3 puvodni roztok 15,30 15,40 15,40 15,37 £0)05
koneiny roztok 15,10 15,05 15,15 15,10+ 0,05
Cu 4 puvodni roztok 15,20 15,10 15,20 15,17 £0)05
© koneiny roztok 14,80 14,80 14,70 14,77 £ 0,05
0 5 pavodni roztok 15,60 15,60 15,55 15,58 +0/)03
S kone&iny roztok 14,95 14,95 14,80 14,90 + 0,08
(Lo;) 3 pavodni roztok 10,30 10,40 10,40 10,37+ 0,05
= kon&ny roztok 9,90 9,70 9,90 9,8+0,1
£ Pb 4 pavodni roztok 10,10 10,05 10,10 10,08 + 0,03
E kone&iny roztok 9,10 9,20 9,10 9,13+ 0,05
2 5 pavodni roztok 9,60 9,60 9,70 9,63 £ 0,05
g koneny roztok 8,70 8,70 8,80 8,73 +0,05
E 3 pavodni roztok 15,50 15,50 1560 15,53 +0/05
- kone&iny roztok 15,30 15,25 15,25 15,27 £ 0,03
O 0 , |pivodniroztok | 1560 1570 15,60 1563+ 0J05
koneiny roztok 15,20 15,20 15,35 15,25+0,08
5 pavodni roztok 15,65 15,60 15,60 15,62 +0/)03
kone&iny roztok 15,00 15,05 15,05 15,03 +0,03
3 pavodni roztok 15,30 15,40 15,40 15,37 £0)05
kon&ny roztok 14,90 15,00 1490 14,93+0,05
Cu 4 pavodni roztok 15,20 15,10 15,20 15,17 £0)05
3 kone&ny roztok 14,60 14,50 14,45 14,52 + 0,07
& 5 puvodni roztok 15,60 15,60 15,55 15,58 + 0,03
g koneiny roztok 14,50 14,60 14,60 14,57 £ 0,05
% 3 puvodni roztok 10,30 10,40 10,40 10,37 +0/05
T koneny roztok 10,00 9,80 9,80 9,9+0,1
2 Pb 4 puvodni roztok 10,10 10,05 10,10 10,08 = 0,03
% konetny roztok 9,20 9,05 9,10/ 9,12+0,07
3 5 pavodni roztok 9,60 9,60 9,70 9,63 + 0,05
% kon&ny roztok 8,70 8,80 8,80 8,77 £ 0,05
5 3 pavodni roztok 15,50 15,50 15,60 15,53 +0/)05
O] kone&iny roztok 15,40 15,45 15,30 15,38 + 0,07
7n 4 pavodni roztok 15,60 15,70 15,60 15,63 +0/)05
kone&iny roztok 15,20 15,10 15,25 15,18 + 0,07
5 puvodni roztok 15,65 15,60 15,60 15,62 £ 0,03
koneiny roztok 14,80 14,90 14,90 14,87 £0,05
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Priloha 3: Spaebované objemy chelatoni fitraci — stanoveni vlivu koncentrace biomasy

KoV | Chiomasy (9/1) Vepta (M) @ Vepra (mMl)
05 ptvodni roztok 15,60 15,70 15,70 15,68 + 0,03
' konesny roztok 14,60 14,70 14,70 14,67 £ 0,03
1 pavodni roztok 16,20 16,20 16,25 16,22 £ 0,03
Cu konesny roztok 15,35 15,40 15,40 15,38 £ 0,03
5 ptvodni roztok 15,70 15,70 15,80 15,73+ 0,05
© kone&ny roztok 14,10 14,40 14,60 14,4 £ 0,2
% 3 pavodni roztok 16,20 16,20 16,25 16,22 £ 0,03
N konesny roztok 14,70 14,70 14,60 14,67 £ 0,05
3 05 pavodni roztok | _ 9,60 | 9,70 | _ 9,65| _ 9,65 £ 0,05
& ' konesny roztok 9,20 9,10 9,10 9,13+0,0%
= 1 pavodni roztok 10,30 10,35 10,25 10,30 +0,05
Sg Pb konesny roztok 9,30 9,45 9,40 9,38 £ 0,07
= ) pavodni roztok 10,30 10,35 10,25 10,30 £ 0,05
) koneiny roztok 9,25 9,30 9,25 9,27 + 0,08
B3 3 pavodni roztok | 10,30 | 10,35 10,28 10,30+ 0,05
£ konesny roztok 8,75 8,85 8,50 8,7+0,2
2 05 pavodni roztok 15,50 15,55 15,50 15,52 £ 0,03
- ' konesny roztok 15,30 15,35 15,30 15,32 £ 0,03
O ) pavodni roztok | 16,50 | 16,45 16,55 16,50 + 0,05
7n kone&ny roztok 16,25 16,15 16,10 16,17 £ 0,07
> pavodni roztok 16,50 16,45 16,55 16,50 £ 0,05
konesny roztok 15,85 15,90 16,10 16,0 £0,1
3 pavodni roztok 16,50 16,45 16,55 16,50 £ 0,05
kone&ny roztok 15,75 15,90 15,80 15,82 + 0,07
05 ptvodni roztok 15,65 15,70 15,70 15,68 + 0,03
' konesny roztok 14,70 14,65 14,65 14,67 £ 0,03
1 pavodni roztok 16,20 16,20 16,25 16,22 £ 0,03
Cu konesny roztok 15,20 15,20 15,25 15,22 £ 0,03
5 ptvodni roztok 16,20 16,20 16,25 16,22 + 0,03
o kone&ny roztok 14,30 14,50 14,55 14,5+0,1
8 3 pavodni roztok 15,65 15,70 15,70 15,68 £ 0,03
N konesny roztok 13,20 13,25 13,20 13,22 £ 0,03
% 05 pivodni roztok | 9,60 9,70 9,65 9,65 + 0,05
) ' koneny roztok 9,20 9,10 9,15 9,15+ 0,05
% 1 pavodni roztok 9,60 9,70 9,65 9,65 + 0,06
S Pb konesny roztok 8,70 8,75 8,60 8,68 £ 0,07
S > pavodni roztok 9,60 9,70 9,65 9,65 £ 0,0b
§ koneiny roztok 8,40 8,40 8,35 8,38 + 0,03
g 3 ptivodni roztok 9,60 9,70 9,65 9,65 + 0,05
= kone&ny roztok 7,95 8,20 8,10 8,1+0,1
< 05 pavodni roztok 15,50 15,55 15,50 15,52 £ 0,03
0] ' konesny roztok 15,20 15,30 15,20 15,23 £ 0,05
1 ptvodni roztok 15,50 15,55 15,50 15,52 + 0,03
7n kone&ny roztok 14,90 14,95 15,05 14,97 £ 0,07
> pavodni roztok 15,50 15,55 15,50 15,52 £ 0,03
konesny roztok 14,65 14,70 14,70 14,68 £ 0,03
3 pavodni roztok 15,50 15,55 15,50 15,52 £ 0,03
kone&ny roztok 14,40 14,30 14,40 14,37 £ 0,05
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Ptiloha 4. Spaebované objemy chelatoni fitraci - stanoveni vlivu kultivace na syrovatce

KOV | Chiomasy (9/1) Vepra (M) @ Vepra (M)
05 ptvodni roztok 15,65 15,70 15,70 15,68 + 0,03
’ konesny roztok 13,90 14,00 13,90| 13,93+ 0,05
1 pavodni roztok 16,20 16,20 16,25 16,22 + 0,03
Cu konesny roztok 14,55 14,50 14,65| 14,57 £ 0,07
5 ptvodni roztok 15,70 15,70 15,80 15,73+ 0,05
© kone&ny roztok 12,80 12,80 12,90 12,83 +0,05
3 3 pavodni roztok 16,20 16,20 16,25 16,22 + 0,03
; koneny roztok | 12,30 | 12,25 | 12,10| 12,2+0,1
O 05 pivodni roztok 9,60 9,70 9,65 9,65 +0,0b
& ' koneny roztok 8,90 8,90 9,10 9,0+0,1
c ° 7 =
G pavodni roztok 9,60 9,70 9,65 9,65 + 0,0p
£ Pb 1 konesny roztok 8,30 8,45 8,25 8,3+0,1
= 5 pavodni roztok 9,60 9,70 9,65 9,65 + 0,05
o koneny roztok | 7,60 7,60 780 | 7701
e o - n
o ptvodni roztok 9,60 9,70 9,65 9,65 + 0,06
£ 3 koneny roztok | 7,20 7,30 735 | 7,28 £0,07
2 05 pavodni roztok 15,50 15,55 15,50 15,52 + 0,03
- ’ kone:ny roztok | 14,50 14,30 14,15| 14,3+0,2
O 1 ptivodni roztok 15,50 15,55 15,50 15,52 + 0,03
7n kone&ny roztok 13,30 13,35 13,30| 13,32 +0,03
5 pavodni roztok 15,50 15,55 15,50 15,52 + 0,03
konesny roztok 11,60 11,65 11,60| 11,62 + 0,03
3 pavodni roztok 15,50 15,55 15,50 15,52 + 0,03
kone&ny roztok 9,85 10,00 9,90 9,92 £+ 0,07
05 ptvodni roztok 15,65 15,70 15,70 15,68 + 0,03
' konesny roztok 13,80 13,70 13,70| 13,73 +0,05
1 pavodni roztok 16,20 16,20 16,25 16,22 + 0,03
Cu konesny roztok 12,90 13,05 13,05| 13,00 + 0,08
ptvodni roztok 15,70 15,70 15,80 15,73 £ 0,05
o 2 kone&ny roztok 11,05 10,90 10,90| 10,95+ 0,08
pavodni rozto : , ,25 22 +0,
S 3 avodni k 16,20 16,20 16,25 16,22 + 0,03
; koneny roztok | 10,40 10,45 10,40| 10,42 +0,03
ptvodni roztok 9,60 9,70 9,65 9,65 + 0,05
8 0.5 kone&ny roztok 8,50 8,50 8,55 8,52 +0,03
% 1 pavodni roztok 10,30 10,35 10,25 10,30 + 0,05
= Pb konesny roztok 8,70 8,60 8,60 8,63 + 0,05
S 5 pavodni roztok 10,30 10,35 10,25 10,30 + 0,05
§ koneiny roztok | 8,00 8,10 8,10 | 8,07 +0,05
o 3 ptivodni roztok 10,30 10,35 10,25 10,30 + 0,05
% koneny roztok | 8,05 8,10 8,10 | 8,08+0,03
< 05 pavodni roztok 15,50 15,55 15,50 15,52 + 0,03
0 ’ konesny roztok 14,30 14,25 14,15| 14,23 + 0,07
1 ptvodni roztok 16,50 16,45 16,55 16,50 + 0,05
7n kone&ny roztok 14,60 14,40 14,50| 14,50 + 0,09
5 pavodni roztok 16,50 16,45 16,55 16,50 £ 0,05
konesny roztok 12,60 13,50 1260 12,9+0,5
3 pavodni roztok 16,50 16,45 16,55 16,50 £ 0,05
kone&ny roztok 10,75 10,70 10,80| 10,75+ 0,05
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Priloha 5: Spaebované objemy chelatoni fitraci — stanoveni vlivu koncentrace kovu

kov Ckowu (g/l) VepTA (ml) 2] VEepTA (ml)
05 pavodni roztok | 15,70 15,70 15,80 15,73 £ 0,06
' koneny roztok | 14,20 14,40 14,50 14,4+0,1
06 pavodni roztok | 18,90 19,00 18,90 18,93 £ 0,06
Cu ’ koneny roztok 17,40 17,40 17,50 17,43+ 0,05
07 pavodni roztok | 22,05 21,90 22,00 21,98 + 0,0/7
© ' kone&ny roztok 20,50 20,30 20,30 20,4+0,1
3 08 pavodni roztok | 25,20 25,10 25,20 25,17 £ 0,0p
o ’ konesny roztok | 23,35 23,50 23,45 23,43 = 0,0[7
% 1 puvodni roztok | 10,30 10,35 10,25 10,30 £ 0,06
& kone&ny roztok 9,25 9,30 9,25 9,27 £ 0,03
= 11 pavodni roztok | 10,60 10,60 10,50 10,57 £ 0,06
£ Pb ' konesny roztok 9,60 9,40 9,55 95+0,1
= 12 pavodni roztok | 11,55 11,60 11,60 11,58 + 0,03
o ' koneny roztok | 10,60 10,40 10,50 10,50 £ 0,09
3 13 pavodni roztok | 12,60 12,50 12,60 12,57 £ 0,06
£ ’ koneny roztok | 11,30 11,20 11,40 11,30 + 0,09
2 05 pavodni roztok | 16,50 16,45 16,55| 16,50 + 0,05
- ’ koneny roztok | 15,85 15,90 16,10 16,0+ 0,1
O 06 ptivodni roztok 18,60 18,70 18,60 18,63 + 0,0b
7n ’ koneny roztok | 17,80 17,95 17,85 17,87 £ 0,07
07 pavodni roztok | 21,80 21,80 21,90 21,83 +0,0p
’ koneny roztok | 21,10 20,95 20,80 210+0,1
08 pavodni roztok | 25,50 25,50 25,40 25,47 +0,0p
' koneny roztok | 24,50 24,30 24,40 24,40 + 0,09
05 pavodni roztok | 16,20 16,20 16,25 16,22 + 0,08
' koneny roztok 14,30 14,50 14,55 145+0,1
06 pavodni roztok | 18,90 19,00 18,90 18,93 £ 0,06
Cu ’ koneny roztok | 17,10 17,20 17,10 17,13+ 0,05
07 pavodni roztok | 22,05 21,90 22,00 21,98 + 0,0/7
o ’ koneny roztok | 19,95 20,00 20,00 19,98 + 0,08
S 08 pavodni roztok | 25,20 25,10 25,20 25,17 £ 0,0p
N ’ konesny roztok | 23,05 23,10 23,10 23,08 + 0,03
% 1 ptvodni roztok 9,60 9,70 9,65 9,65 + 0,05
) kone&ny roztok 8,40 8,40 8,35 8,38 £ 0,03
% 11 pavodni roztok | 10,60 10,60 10,50 10,57 £ 0,05
= Pb ' koneny roztok 9,30 9,10 9,25 92+0,1
S 19 piivodni roztok | 11,55 11,60 11,60/ 11,58 +0,08
§ ' koneny roztok | 10,20 10,00 10,10 10,10 + 0,09
g 13 pavodni roztok | 12,60 12,50 12,60 12,57 £ 0,06
= ’ koneny roztok | 11,00 10,90 11,00 10,97 £ 0,05
< 05 pavodni roztok | 15,50 15,55 15,50 15,52 £ 0,08
o ’ koneny roztok | 14,65 14,70 14,70 14,68 + 0,08
06 ptvodni roztok 18,60 18,70 18,60 18,63 + 0,0b
7n ' kone&ny roztok 17,80 17,65 17,60 17,7+0,1
07 pavodni roztok | 21,80 21,80 21,90 21,83 +0,0p
’ konesny roztok | 20,90 20,85 20,90 20,88 + 0,083
08 pavodni roztok | 25,50 25,50 25,40 25,47 £ 0,0
' koneny roztok | 24,20 24,30 24,20 24,23 + 0,0

65



