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ABSTRAKT

Bakalaiska prace je reSerSniho charakteru zaméfena na analyzu mechanickych
vlastnosti bunécnych membran. Hlavnim cilem je nalézt metody, které povedou
k narudeni struktury membran a to nasledné zpusobi selekci nezadoucich
mikroorganismu vyskytujicich se ve vodnim prostfedi. Navic prace blize seznamuje
s mikroorganismy Zijicich ve vodach Ceské republiky, dosavadnich vyuzitelnych
metodach CcCiSténi vod a dale o specifickych vlastnostech membran vybranych
mikroorganismu. V experimentalni ¢asti je uveden pokus hydrodynamické kavitace,

cely déj probihal na biomase sinic.
Klicova slova

Mechanické vlastnosti membran, bakterie, hydrodynamicka kavitace

ABSTRACT

This thesis is a research character focused on the analysis of mechanical properties
of cell membranes. The main aim is to find methods that will break the structure of
the membranes. In addition, the thesis deals with the microorganisms living in the
reservoirs of the Czech Republic, the existing methods of water purification and the
specific properties of microorganisms membranes. In the experimental part there is
an attempt of hydrodynamic cavitation, the whole process is tested on biomass of
cyanobacteria.
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UvoD

VSechny znamé organismy na svété jsou tvorfeny burikami. Ve vodnich prostfedich
se vyskytuje rozmanité mnozstvi Zivych mikroorganismi. Bé&hem jejich Zivotniho
cyklu musi odolavat rdznym vnéjSim vlivim. Pro rlzna prostifedi se tyto organismy
pfizpUsobuji. Nékteré druhy snasi pusobeni vysSich tlaku, nékteré dokazi zit bez
pFistupu kysliku. AvSak u kazdé skupiny mikroorganisml Ize definovat typickou
bunéCnou stavbu. Bunécna stavba je tvofena membranami, které maji rozdilnou
tloustku a skladbu. Jejich mechanické vlastnosti se liSi a rozdéleni téchto vlastnosti
je dil¢im cilem této bakalarské prace.

Jelikoz je Clovék ve vécném kontaktu s vodou, byl vytvofen vztah lidského
organismu k ur€itym jinym mikroorganismum, které se ve vodnim prostfedi vyskytuiji.
Pokud bychom chtéli nékteré mikroorganismy separované selektovat, musime vybrat
vhodnou metodu, abychom neuskodili jinym organismum. BIliZz8i znalost vnéjSich
vliva, které mohou membrany porusit a tim celou buriku, nam napomUlze nalézt
metodu k moznému zneskodnéni mikroorganismu. Cilem této prace je také ziskani
informaci o metodach, které reguluji mnozstvi mikroorganismu ve vodach. Po
vyhodnoceni vlivu na kvalitu vody bude navrzeno nejvhodnéjSi opatfeni, ktera
povede k odstranéni nezadoucich mikroorganismu z vodnich rezervoaru. Prace bude
ukonCena experimentem v laboratofi, ktery bude proveden na sinicich. Cilem je
zhodnoceni hydrodynamické kavitace jako metody vedouci k mechanickému
poruseni bunék.

10



1 SEZNAMENI S HYDROBIOLOGII

ey

Hydrobiologie je védni obor zabyvajici se organismy Zijicich ve vodnim prostfedi.
V Ceské republice se pievazné setkavame s vodou sladkou, a proto neni zbytek
bakalarské prace zaméfen na vodu slanou Ci brakickou (ma nizSi obsah soli nez
voda slana). Kapitola byla pfevzata z [1] [4].

1.1 Typy vod

Hydrosféra se prvotné déli na povrchovou a podpovrchovou ¢i podzemni vodu.
Povrchové vody Ize dale délit na vody stojaté a tekouci. Mezi stojaté vody patfi
napf. nadrze, které jsou uméle nebo pfirozené vytvorené, rybniky, saliny (jsou
rezervoary s vysSSim obsahem soli), moc¢aly a raSelinisté. Tekoucimi vodami jsou
prameny, horskeé potoky, feky, veletoky, apod.

1.1.1 Vody tekouci

Obecné se ve vodach tekoucich vyskytuji pfedevSim aerobni mikroorganismy.
Typické teploty vykazuji denni a sezonni oscilaci. Svételny rezim ve vodach
tekoucich je stejny jako ve vodach stojatych.

V téchto vodach nastavaji rizné druhy proudéni. Mezi prvni druh proudéni patfi
laminarni neboli pfimoCaré. Pfi tomto proudéni se CcCastice kapaliny pohybuji
po vrstvach, které jsou k sobé vzajemné rovnobézné, Castice se mezi sebou nemisi.
DalSi mozné proudéni, které v kapalinach vznika, je turbulentni. V pfipadé
turbulentniho proudéni dochazi k vzajemnému miseni Castic, protoze Castice
kapaliny pfechazeji mezi jednotlivymi vrstvami. Rychlostni profil vySe zminénych
proudéni neni stejny. Podle obr. 1.1 je patrné, Ze pfi laminarnim proudéni ma
rychlostni profil tvar paraboly, avSak tvar rychlostniho profilu turbulentniho proudéni
nelze jednoduse stanovit.

R

v=0

J
V1 /

Obr. 1.1 Rychlostni profil laminarniho proudéni
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K popsani turbulentniho profilu (viz obr. 1.2) slouzi logaritmicka funkce. Turbulentni
proud Ize rozdélit v blizkosti stény na tfi oblasti. Viskdzni podvrstva neboli laminarni
podvrstva ma pfimkovy rychlostni profil. Pfechodova vrstva plynule pfechazi
v turbulentni jadro proudu, kde je logaritmicky rychlostni profil [2].

=0

N

Vmax

V1 /

__/

Obr. 1.2 Rychlostni profil turbulentniho proudéni

1.1.2 Vody stojaté

Vody stojaté jsou predevSim nepratoéné, tyto vody maji uzavieny kolobéh latek.
Zcela obecné se ve stojatych vodach vyskytuje vice mikroorganismu nez ve vodach
tekoucich. Z divodu vétsi Cetnosti a vétSi rozmanitosti mikroorganisma, které se ve
vodach stojatych vyskytuji, se zbytek bakalarské prace zaméfuje na mikroorganismy

vod stojatych.
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2 MIKROORGANISMY STOJATYCH VOD

Ve stojatych vodach se vyskytuje velké mnozstvi mikroorganismua napfiklad rozsivky,
zlativky, améby, obrnénky, kapradorosty, Zahavci, vifnici, zlaté fasy, fasy riznobrvé,
krasnooCka, houbovci, nalevnici, zelené fasy, zeleni biCikovci, bakterie. DalSi
rozdéleni mikroorganismu stojatych vod Ize provést podle vztahu k lidské populaci na
patogenni, ve vodach nezadouci a na Zadouci. Informace uvedené v této kapitole
jsou Cerpany ze zdrojl [8] [9] [10].

2.1 Mikroorganismy patogenni

vrvew

Patogenni organismy zapfiCifiuji onemocnéni jiného organismu. Nakaza lidského
metabolismu probiha napfiklad v letnich mésicich pfi rekreaci, pfimou konzumaci
vody, popfipadé jinymi zplsoby. Mezi organismy patogenni patfi pfedevSim bakterie
a améby.

2.1.1 Bakterie

Bakterie obyvaji Sirokou $kalu rdznych prostfedi, ve kterych zaZivaji kolisajici
fyzikalni a chemické namahani. Aby bakterie prezily, v¥vinuly se jim takové bunécné
stény, které mechanicky odolavaji osmotickému tlaku.  Bakterie, které jsou schopny
zit ve velkych hloubkach, snaseji vysoky hydrostaticky tlak. Pfi vysokém tlaku se
inaktivuji toxiny. Povrch bakterii je hydrofilni a za normalnich podminek ma zaporny
naboj. VétsSina bakterii ma nitrobunécny tlak 0,35-0,6 MPa.

Bakterie mizeme rozdélit na aerobni a anaerobni. Toto rozdéleni vychazi
z hlediska pfijmu kysliku. AvSak vétSina bakterii je schopna pfijem kysliku ménit.
Tato vyména probiha jiz béhem dne. V noci se stavaji anaeroby, klesaji ke dnu
a ve dne zase stoupaji na hladinu, kde jsou aerobni.

Bakterie lze rozdélit do skupin podle teplot vhodnych pro jejich vyvoj na
psychrofilni bakterie, které se nejlépe vyviji pfi teplotach nizSich jak 20 °C, vyskytuji
se v hlubokych jezerech a pramenech fek, jejich vyskyt je pfedevSim nebezpelny
v chladicich zafizenich, dale na bakterie mezofilni, tyto bakterie jsou patogenni,
rostou nejlépe za teplot v rozmezi 20 az 40 °C, a také na termofilni bakterie, které
pfevazné v kompostu.

Na bakterie puasobi inaktivaénim u&inkem ultrafialové zafeni o intenzité
260 az 265 nm, dale X-paprsky, které je ucCinngjSi aplikovat na gramnegativni
bakterie.? Dale jsou citlivé na pusobeni smykového (te¢ného) napéti. Sterilizace
objemnych vzork(i a kapalin v potrubi je dosazeno pfi pokojové teploté razovou

" Osmoza patfi mezi pasivni transport latek, jedna se o specialni typ difize. Rozpous$tédlo, ve vétsiné
pfipadd voda, pronika pres polopropustnou membranu z mista méné koncentrovaného roztoku po
sméru gradientu koncentrace. Velikost osmozy je stanovena jako rozdil osmotickych tlakl v blizkém
okoli obou stran polopropustné membrany.

% Pri dobarvovani vzorkii bakterii organickym barvivem, zvanym Safranin, se projevi barevny rozdil
mezi grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi, gramnegativni bakterie se zbarvi ruzové
a grampozitivni tmavé fialove.
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kompresi nasledovanou kavitaci [25]. V posledni fadé na bakterie pisobi negativné
ultrazvuk, ktery vytvari v bunce bublinky plynu vedouci k mechanickému poskozeni
bunky [19].

2.1.1.1 Bakterie grampozitivni (G+)

VnéjsSi stranu celé buriky tvofi bunéCna sténa, ktera je tvofena silnou vrstvou
peptidoglykanu s kyselinou teichoovou, ktera je pro G+ typicka (viz obr. 2.3). Jejich
bunéfna sténa neobsahuje lipidy. Pod vrstvou peptidoklykanu se vyskytuje
cytoplazmatickd membrana, ktera je tvofena lipidovou dvojvrstvou, do které jsou
vnofeny periferni a integralni proteiny.

kyselina teichoova

bunééna sténa

peptidoglykan (15-80 nm)

cytoplazmaticka
membrana (5-10 nm)

integralni protein

Obr. 2.3 Zobrazeni bunécné stavby grampozitivnich bakterii
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2.1.1.2 Bakterie gramnegativni (G-)

Jejich bunécna sténa (viz obr. 2.4) se sklada z vnéjSi membrany a vnitini tenké
peptidoglykanove vrstvy. VnéjSi membrana je pfibuzna cytoplazmatické membrang,
protoze obé tyto membrany tvofi lipidova dvojvrstva. AvSak ve vnéjSi membrané se
vyskytuji navic poriny a lipopolysacharidy. Poriny se také nazyvaji jako hydrofilni
kanaly bilkovinového charakteru, slouzici k transportu latek. Pod bunécnou sténou
se nachazi cytoplazmaticka membrana. Informace uvedené v této podkapitole jsou
Cerpany ze zdroje [7].

Mezi G- patfi rody Escherichia, Salmonela, Pseudomonas, sinice, spirochéty
a dalSi. Tyto bakterie se pod pusobenim Gramovym barvivem zbarvi doriizova.

lipopolysacharid orin
] 3 33 3503 e
e \" & ¢ \\ [\ \\ \\ vivy .
\\ ) \\J ) \ \\ \\ § ) \\ \\ 3) \, Y ;\ ) vnéjsi membrana
// // ) U ) \§ \‘ ((\ €€ < (8 nm) s w
W’ 3348434 M binsnatins
lipoprotein — (10-20 nm)
_E_L,/C periplazmovy
eptidoglykan prostor

AEEE S S

\)/ HPIPPPD)

7,))777 D) D/f?x /)LH

Y

cytoplazmaticka
membrana (5-10 nm)

integralni protein

Obr. 2.4 Zobrazeni bunécné stavby gramnegativnich bakterii

Leptospira icterohaemorrhagiae

Leptospira icterohaemorrhagiae je aerobni bakterie, ktera v chladném prostfedi
preziva az nékolik mésicl. Lipopolysacharidova vrstva ma nizSi endotoxickou
aktivitu. Tato bakterie u Clovéka zplsobuje Weilovu nemoc, jejiz pfiznaky jsou
horec€ky, nékdy doprovazeny i poruchami védomi. ZpUsobuje poskozeni jater, ledvin,
muze vést az k selhani téchto organu.

Cyanobakterie

Cyanobakterie neboli sinice, jsou soucasti aerobniho fytoplanktonu. Cyanobakterie
jsou prokaryotické organismy bez buné&cnych organel. Témér vSechny planktonické
cyanobakterie jako Microcystis, Aphanizomenon a Nodularia maji plynové vakuoly,
které reguluji jejich polohu ve vodnim sloupci a jsou citlivé na rizné fyzikalni faktory
prostfedi, jako jsou vysoky tlak a smykové sily. Ve stojatych vodach muize velka
koncentrace cyanobakterii a biomasy mikroskopickych fas vytvofit vodni kvét, mize
zpusobit nékolik problémd. Jejich zvySena pfitomnost je zodpovédna za rychlejsi
zaneseni filtrd a potrubi, vysoky zakal vody, no¢ni pokles koncentrace rozpusténého
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kysliku a zménu mistni flory a fauny. Nékteré druhy cyanobakterii, jako napf.
Microcystis aeruginosa, produkuji toxiny, které mohou ovlivnit zdravi lidi a zvifat.
Ryby a mékkysi mohou hromadit tyto toxiny a predstavovat dalSi zdravotni riziko pro
spotrebitele.

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (mikroskopicky pohled na obr.2.5) je aerobni, za
nepritomnosti kysliku velmi rychle ubyva jejich Cetnost, avSak k preziti mohou
vyuzivat dusi¢nany nebo jiné akceptory elektronl. Dobfe rostou za vyssich teplot, ale
i pfi pokojovych. Maji tendenci tvofit biofilmy na rdznych povrSich, na oblazcich,
vnitfnich plochach potrubi, apod. Nejsou odolné vuci piperacilinu, tobramycinu [29].
Jsou velmi pfizpusobivé, schopny rust i v destilované vodé. VétsSina studii ukazuje,
Ze nevykazuji zadnou vyraznou odolnost vi¢i dezinfekénim prostfedkim jako je
chlor, chloraminy, ozon nebo jod [22]. Napadaji nejCastéji oslabené jedince,
prevazné jejich dychaci ¢i mocové ustroji. V lidském téle zplsobuje zanéty stfedniho
ucha a mocovych cest.

Obr. 2.5 Pseudomonas aeruginosa [31]

Escherichia coli

Escherichia coli roste pfi teplotach od 8 °C, optimalni teplota ristu je 37 °C.
Vyskytuje se ve vodé s pH v rozmezi od 6 do 8 jako indikator fekalniho znecisténi.
Pouziti stfedotlaké UV lampy inaktivuje az 99,9 % mikroorganism0 Escherichia coli.
Polychromatickeé zareni, které zafi v Sirokém spektru vinovych délek, je nejuCinngjsi
o intenzité 200-400 nm, poSkozuje enzymy a DNA.

2.1.1.3 Priblizeni pojmu

Tato podkapitola je ur€ena k blizSimu seznameni s pojmy, které jsou potfebné pro
charakteristiku stavby bakterialni buriky. Pfesné&jsi definovani nize uvedenych pojmu,
které tvofi nazvy dalSich podkapitol, nam napomohou Iépe porozumét vliastnostem
bunécnych membran.

Peptidoglykan

Peptidoglykanu se také pfezdiva murein. Obsahuje kyseliny spojené glykosidickou
vazbou, kterou jsme schopni narusit ultrazvukem, chemicky Ci tepelné. Tuto vazbu
Stépi glukosidazy. Glykosidicka vazba je dale tvofena disacharidy, které jsou mezi
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sebou spojeny peptidovou vazbou. U grampozitivnich bakterii je v této silné vrstvé
navic kyselina teichoova, ktera je polymerem rozpustnym ve vodé. Peptidoglykan je
makromolekularni bunécny "exoskelet" poskytujici vyznamné mechanické vlastnosti
bakterialni burice, stabilizuje bunécnou sténu a poskytuje strukturalni integritu.

Tloustka této vrstvy se méni. U gramnegativnich bakterii 1ze pfi pIné hydrataci
namefit vySku profilu peptidoglykanové vrstvy v rozmezi 2,5-6,5 nm
a u grampozitivnich bakterii 19-33 nm [11]. Peptidoglykan je porézni material
a postrada uspofadanou makromolekularni strukturu. Velikost jeho péra
gramnegativnich bakterii je v priméru 4-25 nm. Peptidoglykan se chova velmi
podobné jako jiné viskoelastické polymery. Mechanické chovani v suché podobé je
jako u skelného polymeru s pevnosti v tahu asi 300 MPa a modulu pruznosti v tahu
priblizné 20 GPa [26]. V opacném pfipadé, kdy je peptidoglykan vihky, je slabsi
a mnohem méné tuhy s pevnosti v tahu asi 3 MPa a modulu pruznosti v tahu 10 MPa
[26]. Proto mechanické vlastnosti peptidoglykanu silné zavisi na jeho vihkosti.

Peptidova vazba

Peptidovou vazbu mohou Stépit amidazy. Penicilin (endopeptidaza) brani spojeni
peptidd. Lysozym naru$i pomoci hydrolyzy vazby mezi aminocukry. ProtoZe peptidy
patfi mezi polyelektrolyty, lze tyto vazby délit iontoméniCovou chromatografii
a elektroforetickymi technikami. DalSi velké peptidy Ize Stépit Cinidlem CNBr-.

Porin

Poriny jsou transmembranové proteiny. Ve vnéjSi membrané G- se vyskytuji
s vysokou koncentraci. Tato koncentrace se pohybuje fadové 100 tisic molekul
na bunku. Vytvareji pory, které maji pramér v rozmezi 0,5-2,5 nm [3]. Poriny Ffidi
transport aminokyselin, cukrd a ionta.

Lipopolysacharid

Lipopolysacharid tvofi fetézec lipidu A, O-antigenu, oligosacharidu, spojené
kovalentni vazbou. Lipid A je toxicky pro ostatni zivoCiSné organismy. Brani
membranu pfed ucinky lysozymu, avSak lipopolysacharidy nevytvafi celou svrchni
vrstvu vnéjSi membrany.

Integralni proteiny
Integralni proteiny prochazeji celou lipidovou dvojvrstvou. Interaguji s fosfolipidy.
Z membrany je uvoliuji rozpoustédla tzv. tenzidy.

Periferni proteiny

Periferni proteiny neprochazi napfi¢ celou dvojvrstvou, k uvolnéni neni potfeba
tenzida. Tyto proteiny maji slabé vazby, proto na jejich odstépeni staci solné roztoky
o vysokeé iontove sile.

Lipidova dvojvrstva

Lipidova dvojvrstva vytvafi vnéjSi membranu gramnegativnich bakterii a dale je
zakladni stavebni jednotkou vSech bunéfnych membran. NejCastéji predstavuje
cytoplazmatickou membranu. Tvofena je molekulami, které obsahuji hydrofilni
a hydrofobni ¢ast. Samovolné se organizuji do tvaru, aby polarni hlavice interagovaly
s vodnim prostfedim. Hydrofilni skupiny jsou sefazeny na vné&jSim a vnitfnim povrchu
membrany, mezi hydrofilnimi skupinami je faze hydrofobni.
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Lipidové molekuly, fosfolipidy, provadi nahodné pohyby, které dosahuji
vysokych rychlosti. Jednotlivé lipidy se vyméni az 10’-krat za sekundu [3].
Fosfolipidim neni omezen ani rotacni pohyb. Pfes fosfolipidy samovolné prochazi
latky, které maji nizkou molarni hmotnost a jsou bez naboje. Tvofi se nejCastéji
lecitinem-cholinem, glycerolem, fosfatem a mastnou kyselinou. Lipidy se nerozpousti
ve vodé, avSak jsou dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech.

Lipidové membrany jsou schopny vnitfné absorbovat mechanickou energii
generovanou akustickou vinou, ktera zpulsobuje deformaci intramembranového
prostoru (stlaeni, expanze), dale dobfe odolavaji napéti v tahu. Dosahuji hodnot
modulu pruznosti v tahu (tzv. Youngav modul) pfiblizné 56 MPa [3]. Membrana se
porusi v momenté, kdy se zvétSi o 1-2 %. Pak nastava rozestup mezi molekulami
a nasledné se porusSi soudruznost membrany. Podle silové spektrometrie |ze na
modelech lipidovych membran zjistit iontova sila. Experimentalni hodnota prilomoveé
sily je pfiblizné 15 nN. Membrana v tekutém stavu dosahuje napéti pfi pfetrzeni
pfiblizné 5-10 mPa a v gelovém stavu dosahuje vysSich hodnot [14].

2.1.2 Améby

Typickym zastupcem, ktery se vyskytuje ve vodnim prostfedi, je Naegleria fowleri.
Améba Zije ve vodé volné a aerobné. Vyskytuje se v hloubkach 0,6-2,4 m vodniho
sloupce. Snasi rozpéti tlaku v rozmezi 25 az 45 MPa. VSichni zastupci améb nemaji
bunéCnou sténu. Jejich povrch je vytvofen vrstvickou ektoplazmy. Ta se nazyva
vnéjSi exoskelet Ci vnitfni endoskelet. Exoskelet popf. endoskelet je tvofen chitinem,
kfemicitanem nebo siranem strontnatym (SrSQO,). U lidského organismu zpUsobuje
meningoencefalitidu, infekci CNS. Lidé se dostavaji k nakaze nejCastéji pfi rekreaci
v teplé vodé (37—-45 °C) [15].

2.2 Nezadouci mikroorganismy

Do této skupiny patfi mikroorganismy, které nezpusobuji zdravotni potiZze u jinych
organismu. Jejich vyskyt neni zadouci ve vodarenstvi, snizuji kvalitu vody. Jejich
pritomnost muzZe ve vodé vytvaret nepfijemny zapach ¢i nevhodnou pfichut.

2.2.1 Melosira granulata

Volné vznasejici se mikroorganismus, ktery je soucasti planktonu. Tvofeny jsou
bunkou, ktera je ukonCena trnem. Ve vodarenstvi nepatfi mezi vitané organismy,
protoze vytvafi ve vodé nevhodnou pfichut.

2.2.2 Chrysophyceae

Vyskytuji se v chladné jarni vodé o mirné kyselém pH. Mohou pfezit neaktivni obdobi
jako endocysty. V letnich mésicich vytvari vodni kvét.
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2.3 Zadouci mikroorganismy

V této skupiné nalezneme zastupce mikroorganismu, které ve vodnim prostfedi
shledavame zadouci. Jejich vyskyt se snazime zachovat, jelikoz tvofi nedilnou
soucast ekosystému vod.

2.3.1 Virnici (Rotifera)

Dorustaji rozmérd menSich jak 0,3 mm. Jsou dulezitou soucasti zooplanktonu. Ve
vodnim prostfedi maji uzite€nou funkci, protoze se Zivi i rozkladnymi bakteriemi.
Vifniky muzeme pojmenovat jako dulezité bazalni spotfebitele. Také jsou potravou
jinych organismu. Vifniky nazyvame bioindikatory pro ekotoxikologii [27]. Se zménou
abiotickych podminek (svétlo, teplo) vykonavaji migraéni proces ze dna na hladinu
vody. Ve vecernich hodinach se vyskytuji na hladiné.

Stavbou téla jsou blizci nalevnikim. Té&lni pokryv se nazyva kortex, ktery
obsahuje kromé organel télniho pokryvu alveoly, které jsou vacky v membrané
s roztoky bilkovin a polysacharidu.

2.3.2 Krasnoocko (Euglena)

Vyskytuji se ve vodach bohatych na organické a mineralni ziviny. Pokud je obsah
organickych latek vysoky, vytvari hrubé nanosy na dné rybnikd. Optimalné roste pfi
teplotach 25-30 °C. Je fotoautotrofni organismus. Mixotrofni vyziva hraje dalezitou
roli pfi biologickém ¢isténi vod. Dokazi zit i ve vodach s velmi nizkym pH. Stavbou
téla se pfiblizuji nalevnikim. Buné&cny povrch krasnoocka tvofi pelikula neboli
periplast a jejich povrch pokryvaji bilkovinné prouzky tzv. myonémy.

2.3.3 Methanova archea

Methanova archea netvofi spory. Ziji anaerobn&, maji schopnost fermentovat
slouc€eniny. U dna vod se podili na anaerobnich procesech. Vyuzivaji se pfi vyrobé
bioplynu. Buné¢na sténa neni tvofena peptidoglykanem ani jinym polymerem. Sténu
vytvari tetraetherové lipidy, ktery se vazou na glycerol etherovou vazbou.

2.3.4 Chlorophyta

Chlorophyta neboli zelené fasy se ve vodnim prostfedi nalézaji pfichyceny na
kamenech a rostlinach. Pfizplsobuji se k Zivotu v mélké vodé. Vyznamnym
zastupcem je shledavana chlorela. Preziva i v zneciSténych vodach. Ma vysoké
mnozstvi chlorofylu na rozdil od jinych rostlin a mikroorganismu. Jsou bohatym
zdrojem bilkovin a mineralnich latek. Vyuzivaji se ve fotobioreaktoru pro snizeni
mnozstvi CO,. Uginnost snizeni emisi je az 58 % [12].
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2.3.4.1 Bunéc¢na sténa

Zelené fasy maiji bunécnou sténu slozenou z polysacharidd a z celulézy. Cela
bunétna sténa je zpevnéna pektinem. NejsvrchnéjSi vrstva utvafi sliz, ktery se
sklada z pektind a biopolymeru mastnych kyselin, lipidu, fenolu, atd. Informace
uvedené v této podkapitole byly ziskavany ze zdroje [21].

Maji velmi odolnou membranu. Lze ji porusit vysokotlakou homogenizaci,
mikrovinnou uUpravou, pomoci laseru, termolyzou a za pomoci ultrazvuku.
S pfihlédnutim k procentualnimu naruSeni, spotfebované energie a objemu
pouzitého systému muzeme tyto metody sefadit nasledovné. Nejvétsiho naruseni je
dosazeno pomoci laseru s primérnou hodnotou 96,53 + 0,92 % pfi vykonu laseru
16,0 MJdm™. Mikrovinna Uprava a vysokotlaka homogenizace dosahuji sobé& velmi
blizkych hodnot vysledku jako pfi uziti laseru. AvSak pfi termolyze dochazi k naruseni
jiZ pfi 87,72 + 1,82 % (20,1 MJdm®).

UZiti ultrazvuku je nejméné ucinné pfi prumérném narudeni 67,66 £ 1,97 %
(132 MJdm'3). NejvySSi ucinnost ultrazvuku je pfi frekvenci 2,2, 3,3 a 4,3 MHz. Pro
rozruSeni fas je zapotfebi spiSe kavitace nez pFimych uc€inka ultrazvuku.
Pravdépodobné ani chemické ucinky nejsou hlavnim mechanismem naruSeni bunék
fas. Vysokofrekvencni sonikace je ucCinngjSi nez konvencni nizkofrekvencni
ultrazvukova sonikace. Frekvencni zavislost u€innosti na naruseni bunécné stény ras
souvisi s mechanickymi rezonan¢nimi vlastnostmi bunék. Vztahuje se k oscilaci
bublin v ultrazvukovém poli.

3 FYZIKALNi METODY CISTENIi VOD

Cisténi vod probiha riiznymi zptisoby. Vodu Ize &istit fyzikalni, chemickou metodou,
jejich kombinaci a v posledni fadé biologickou metodou. Po strance strojirenskych
technologii se zaméfime na metody fyzikalni.

3.1 Metody odstranovani cyanobakterii z vodniho sloupce

Cyanobakterie neboli sinice jsou v Ceské republice znamé jako indikatory znegisténi
stojatych vod. Sinice produkuji toxiny, které pusobi negativné na lidsky organismus
a vytvafi fadu alergickych reakci. Protoze sinice nejsou ve vodnim prostfedi zadany,
vznikla fada metod, které vedou k jejich odstranéni z vodniho sloupce.

3.1.1 Destratifikace

Mezi prvni metodu, jak Cistit vodni plochy od sinic, je destratifikace. Dochazi pfi ni
k umélému promichavani vodniho sloupce. Provadi se zavedenim stlaCeného
vzduchu na dno nadrze. Postupné uvolfiované bublinky zpUsobi vertikalni proudéni
ve vodnim prostfedi. Sinicim je pferusen jejich denni cyklus a nasledné se podpofi
rust zelenych netoxickych fas.
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3.1.2 OSetreni ultrazvukem

Vodni prostiedi miaze byt také oSetfeno ultrazvukem. Ultrazvuk dosahuje frekvence
vySSi jak 20 kHz, indukuje vibrace a to vede k poruSeni plynovych vakuol [28]. Sinice
klesaji ke dnu do oblasti vodniho sloupce, kde je menSi pfistup svétla. Pracuje
v kratkych cyklech, k inaktivaci sinic staci méné jak 30 minut. Pfi aplikaci této metody
je tfeba zvazit vliv ultrasonikace na rybi osadku. PUsobenim ultrazvuku muzZeme
ovlivnit reprodukci a zdravotni stav ostatnich organismu zijicich ve vodé.

Komer¢ni aplikace ultrazvuku do celych vodnich rezervoart neni jesté bézna,
touto problematikou se v Evropé zabyva holandska firma nesouci nazev
LG SONIC®, ktera vyuziva ultrasonickych vin k regulaci mikroorganismu ve
vodstvu [30]. Zarucuji bezpeCnost v misté aplikace pro ryby, zooplankton a hmyz.
VyuZivaji ultrazvukového tlaku v hornim sloupci vody. Timto zplsobem brani sinicim
stoupat na povrch, nasledné zahynou, avSak bunécna sténa je neporusena, proto
nedojde k uvolnéni toxind.

3.1.3 Aerace

DalSi metodou je provzduShovani neboli aerace. Tuto aplikaci Ize uskute€nit riznymi
zpusoby:

* stlatenym vzduchem (v nékterych pfipadech dokonce kyslikem), jedna se
o hrubobublinnou, jemnobublinnou €i mikrobublinnou pneumatickou aeraci

* mechanickymi aeratory (horizontalni/vertikalni)

* ejektory a injektory.

Voda je Cerpana z hlubSich vrstev vodniho sloupce, nasledné okyslicena pretéka
pfes okraj vnitfniho valce na hladinu. Vnaseni kysliku do ekosystému zpusobuje
promichavani vodniho sloupce a narust mnozstvi aktivnich bakterii, které se podileji
na spotfebovani prebyteCnych zivin, které zapfiCinuji tvorbu vodniho kvétu.
Rozpustny kyslik je rozhodujicim ukazatelem kvality vody a jeho nedostatek je
v organicky znecisténych vodnich prostfedich. ProvzduSnovani je ucinné, protoze
dochazi k redukci bunék fas az o 91%. Informace k této podkapitole byly Cerpany ze
zdroje [16].

3.2 Dalsi metody ¢isténi vod

Ve vodnim prostfedi se nachazi vedle sinic i dalSi nezadouci mikroorganismy,
které se snazime z vod odstranit. Proto se zamé&fime i na ostatni metody, které se
v soucasnosti komercné vyuzivaji.

3.2.1 Vysokotlaka homogenizace

Vysokotlaky homogenizator (HPH) je v laboratornim méfitku tvofen z vysokotlakého
Cerpadla, které stlaCi tekutiny az na tlak 1500 bar, a z nastavitelného
homogenizacniho ventilu, kde dochazi k dekompresi tekutin k atmosférickému tlaku.
PFi prdchodu homogeniza¢nim ventilem se zvySuje rychlost tekutiny az pétinasobné
(az 300 ms™”), ktera zptsobuje rychly pokles tlaku pod tlak par, zpusobuje
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kavitaci [18]. Tyto podminky podporuji poskozeni bunék. Mirné tlaky pod 400 bar
nevyvolavaji ztratu integrity ani znacné poskozeni bunék. Tlaky v rozmezi 400 az
1500 bar zpUsobuji velké smykové napéti a vyznamné poSkozeni bunécnych
struktur [13].

3.2.2 Koagulacni filtrace

Vodni prostfedi Ize od mikroorganismu ¢istit i jinymi metodami nez vySe zminénymi.
V prvni fadé sem patfi koagula¢ni filtrace. Jeji soucasti je elektrochemicky proces,
ktery funguje na bazi nadavkovani hlinité &i Zelezité soli. PGvodné stabilni obaly se
destabilizuji. Vznikaji mikrovloCky, které se pozdé&ji usazuji na dno. Tomuto déji
fikame koagulace se sedimentaci. AvSak vyuzitim jiné metody se vynaSi pevné
suspendované cCastice na hladinu, které jsou hydraulicky ¢i mechanicky
odstrannovany. Tento dé se nazyva flotace. Separace je ovlivhéna elektrickym
potencialem, ktery urCuje vnéjsi buné&na membrana mikroorganismu.

3.2.3 UV zareni

Vodu lIze také Cistit pasobenim UV zafeni. Je doporueno zafeni o vinové délce
100 nm az 400 nm. Dochazi k odstranéni bakterii napf. legionelly, ktera zpusobuje
u lidského organismu pneumonie. Pfi aplikaci UV zafeni se vyuziva fotochemické
reakce. Vyhodou je, Ze ve vodnim prostifedi nevznikaji vedlejSi produkty, neméni se
vlastnosti vody a neSkodi materialim rozvodu.

3.2.4 Termické dezinfekce
Termicka dezinfekce pracuje na principu cyklického zvySovani teploty. Teploty se

zvysuji az na hodnoty kolem 60 °C. Tato metoda redukuje mnoZstvi bakterii, plisni
a ameb [29].
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4 KAVITACE

Kavitace je déj, pfi kterém dochazi v kapaliné ke vzniku dutin naplnénych parou.
Vznika v lokalnim misté, kde je snizen tlak. Pfi vystaveni vySSimu tlaku kavitacni
bubliny imploduji a mohou vyvolat intenzivni razovou vinu. Informace uvedené v této
kapitole jsou Cerpany ze zdroja [5] [6] [23].

Kavitaci obecné rozdélujeme na hydrodynamickou a akustickou kavitaci.
Hydrodynamicka kavitace probiha pfi rychlém zniceni vzniklych bublin, které vytvofri
narazovou vinu. Pfi akustické kavitaci dochazi k oscilaci bublin, vnikne akustické
pole. V fadé technickych vyuZiti neshledavame kavitaci uziteCnou, av8ak nasledujici
Cast bakalarské prace poukazuje na jeji prospésSnou stranku.

4.1 Hydrodynamicka kavitace

Hydrodynamicka kavitace vznika bud proudénim kapaliny pfes zuzeny kanal
(viz obr. 4.6), nebo mechanickou rotaci zafizeni. ZuZzenim je napfiklad Skrtici ventil.
Kineticka energie se v tekutiné zvySuje s odpovidajicim poklesem mistniho tlaku.
Jestlize je Skrceni dostatecné velké pro vyvolani tlaku kolem hodnoty tlaku
nasycenych par, vytvofi se dutiny. BEéhem prichodu kapaliny pfes zuzeni dochazi
k separaci mezni vrstvy a podstatné mnozstvi energie se ztraci ve formé trvalé
tlakové ztraty zplsobené lokalni turbulenci. Rovnéz se vytvafi turbulence s vysokou
intenzitou za prohloubenim, jeho intenzita zavisi na velikosti poklesu tlaku a rychlosti
zotaveni tlaku, které naopak zavisi na geometrii zizeni a pratokovych podminkach
kapaliny, tj. rozsah turbulence. V pfipadé pouziti zdzeného kanalu, specifickych
geometrii systému, kombinaci tlaku a kinetické energie vytvofime vysokoenergetické
kavitacni bubliny. Cely proces generace bublin ma za nasledek velmi vysokou
energetickou hustotu, zvy3eni lokalnich teplot a tlaki. D&j probiha velmi kratkou
dobu.
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Obr. 4.6 Vytvofeni kavitacniho oblaku [24]

Kavitace se také generuje mechanickou rotaci zafizeni. Kdyz rychlost otaCeni
rotujiciho zafizeni, napfiklad obézného kola, dosahuje kritické hodnoty rychlosti,
lokalni tlak v blizkosti obvodu kola klesa a blizi se tlaku nasycenych par kapaliny.
Vysledkem je generovani parnich dutin.
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PFfi nekontrolovaném prabéhu je kavitace Skodliva. Ovlivnény cely proces
kavitace je konstatovan jako uziteCny, zplsobi destrukci bunék, ale nastavaji
i pfipady, kdy je d&j nevyuzit a je povazovan za nedestruktivni.

4.1.1 Kavitaéni trysky

Kavitaéni trysky mohou byt vytvafeny rdznou technologii. Dle vyzkumu v USA
vyuzivaji skupiny védcu trysky STRATOJET® nebo DYNASWIRL® (viz obr. 4.7). Byl
zkouman uclinek na G- bakterie, mezi které patfi Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas syringae a Pseudomonas aeruginosa, avSak i na
bakterie G+, kde je hlavnim predstavitelem Bacillus subtilis [20]. Hydrodynamicka
kavitacni tryska je velmi u€inna pfi selekci vySe zminénych organismud. Po ukoné&eni
kavitaCniho procesu se pozoruje mnozstvi mikroorganismu, které byli neposkozeny.
V tomto pfipadé byla koncentrace G- bakterii vétSi nez G+ bakterii. Za stejnych
dezinfekCnich podminek G- druhy maji ten€i bunéfnou sténu, proto se vice
pfizplsobi hydrodynamické kavitaci, to vede k vétSi rezistenci. Mechanismem
hydrodynamické kavitace je prasknuti bunécné stény. Dale byly studovany ucinky
riznych geometrii trysek na E. coli a B. subtilis. Rychlost redukce E. coli je zavisla na
geometrii trysky pfi konstantnim tlaku a prutoku, avSak pfi dezinfekci B. subtilis je
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Obr. 4.7 Zleva: STRATOJET ®, DYNASWIRL ® [20]

4.1.2 Kavitaéni reaktory

KavitaCnimi reaktory jsou sonochemické reaktory a hydrodynamické kavitacni
reaktory. V pfipadé sonochemickych reaktorl generuje kavitaci ultrazvuk, zatimco
hydrodynamické reaktory generuji dutiny diky proudéni tekutin [23].
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4.1.2.1 Hydrodynamicky kavitacni reaktor

Obvyklé zafizeni zalozené na hydrodynamické kavitaci je vysokotlaky
homogenizator, ktery je v podstaté vysokotlaké vyrovnavaci Cerpadlo se Skrtici
klapkou. Typicky vysokotlaky homogenizacCni reaktor se sklada z napajeci nadrze
a dvou Skrticich ventilh. Tyto reaktory naleznou vyuZiti v bioprocesnich primyslovych
odvétvich, pfi pferuSovani bunénych stén, kde je vyzadovana kavitace s ruznou
intenzitou. Tyto reaktory jsou obecné vhodné pro emulgacni procesy
v potravinarském, farmaceutickém a bioprocesnim primysilu.

Zuzeni lze vytvofit pomoci Venturiho trubice, jednim otvorem nebo
vicenasobnymi otvory v clonové desce (obr. 4.8). Pouziti vice otvorl pomaha
k dosazeni rGznych intenzit kavitace. Nastaveni clony rozvadéce nabizi obrovskou
flexibilitu z hlediska provozu. Nastavit Ize vstupni tlak, vstupni pratok a teplota.
Uspofadani otvoru na deskach je kruhové, trojuhelnikové, apod. Také lze ménit
geometrii samotného otvoru.
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Obr. 4.8 Mozné varianty otvort v cloné [23]- upraveno autorem
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5 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem této kapitoly bylo zdokumentovani experimentu, ktery byl proveden na
hydrodynamické kavitacni trati. Experiment byl navrzen za ucelem provéfeni vlivu
kavitace na pfedem pfipravenych kulturach mikroorganism( a proveden v laboratofi
ve spolupraci s prof. Ing. Blahoslavem MarSalkem, CSc. z Pfirodovédecké fakulty
Masarykovy univerzity v Brné, Vyzkumného centra pro chemii Zivotniho prostfedi
a ekotoxikologii v Brné.

5.1 Kavitacni trat’

Okruh byl tvofen nadobou, do které byla napusténa zneciSténa nami testovana voda.
Z této nadoby byla voda preCerpavana do celého obvodu, ktery byl sestaven
z pratokoméru, méfice tlaku a Skrticiho ventilu (obr. 5.9 a 5.10).

Obr. 5.9 Pohled na kavitacni trat
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Obr. 5.10 Schéma kavitacni traté [17]

5.2 Prubéh experimentu

Experiment zpoCatku probihal na stanovisti, kde byla kavitacni trat, poté nasledovalo
méfeni pomoci fluorescenéni sondy pro zjisténi hodnot fluorescence chlorofylu
a ukonen byl zhodnocenim stavu mikroorganismi pod mikroskopem popfipadé
ukoncen testem integrity membrany.

Kazdy testovany vzorek byl tvofen 10 dm® vody s kulturami Microcystis
aeruginosa. Méfeni se provadélo na ruznych tryskach (obr. 5.11 a 5.12), které se
liSily geometrii. Kazdy vzorek proSel 3 cykly kavitacni traté.

Obr. 5.11 Kavitacni trysky- pohled 1. Obr. 5.12 Kavitaéni trysky- pohled 2.
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5.2.1 Vysledky experimentu
Béhem experimentu se zaznamenavaly hodnoty tlaku, pratok pfi plném chodu

Cerpadla a rychlosti tokd (tab. 5.1). Geometrie trysek, které byly pfi experimentu
nejuspésnéjsi, jsou také uvedeny v tab. 5.1.

Tab. 5.1 Geometrie trysek a vysledky zméfenych veli¢in

vstupni pritok
P . . - tlak pti , pfi rychlost  rychlost
primér délka pocet prurez , vystupni ,
tvar plném plném toku toku
trysky  trysky trysek trysky i tlak 3
oznadeni natoku a vykonu vykonu soustavou tryskou
vytoku Cerpadla Cerpadla
D L X S P, P, Q v v,
[mm]  [mm] [mm?]  [kPa] [kPa] (s [ms™] [ms™]
3
vuT2-1/4  o€€ 2 6 10 31 563 97 0,71 0,7 22,6
valec
trychtyr
12 - 6 50 1 28,3 562 98 0,79 0,78 27,94
trychtyr
trychtyr
y7-1-0y Y5 60 1 385 541 97 0935 092 24,3
trychtyf

NejvétSich prutokl, nejvysSich rychlosti soustavou a nejmensiho vstupniho
tlaku se dosahlo pfi pouziti trysky s oznaCenim Y7-1-60Y. Tlaky na vystupu jsou pfi
vyuziti vSech tfi trysek témér shodné. U vybranych testovanych vzorkd se méfila také
teplota a pH (tab. 5.2).

Tab. 5.2 Stavy pfed a po kavitaci

charakteristicky stav pfed kavitaci  stav po kavitaci

pramer teplota [°C] pH [-] teplota [°C] pH [-]
8mm KRATKA 19,1 7,65 20,3 7,71
8mm DLOUHA 18,4 7,75 19,9 7,82
7mm KRATKA 19,2 7,44 20,9 7,6
7mm DLOUHA 19 7,62 20,3 7,49
5mm DLOUHA 20,1 7,93 22,8 7,81
3mm DLOUHA 20,7 7,88 23 7,88

Z tab. 5.2 je zfejmé, Ze po uplynuti kavitace se nejvice zvysila teplota u vzorkda,
kde byly pouzity trysky, které mély charakteristicky primér 5 mm, 3 mm. Byly
nazvany jako dlouhé trysky.

Namérfené hodnoty fluorescence byly pozorované v Case bezprostiedné po
kavitaci a po 3 dnech. Graficka zavislost hodnot relativni fluorescence a Casu je
znazornéna na obr. 5.13. Fluorescencni signal kavitovanych sinic se po tfech dnech
od kavitace snizil, mize to znamenat ubytek ZzZivotaschopnych bunék, pokles
funkénosti fotosyntetického aparatu, nebo mohly nastat oba dva vySe zminéné
pripady.
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Obr. 5.13 Hodnoty fluorescence

Obr. 5.13 naznacuje, ze se pravdépodobné jedna pravé o kombinaci obojiho.
Nejvic je to patrné u varianty 8D (8mm DLOUHA), kde je signal kolisavy, ale
maximalni hodnota fluorescence je relativné o hodné nizsi nez u ostatnich variant.

PFi mikroskopickém zkoumani vzorka byly pofizeny zaznamy stavu Microcystis
aeruginosa. Z obrazku Ize rozpoznat zménu stavu kontroly (obr. 5.14) a vzorku, ktery
proSel prvnim cyklem kavitace. Viditelny rozdil tvofi pohled na plynové vakuoly. Na
prvnim zaznamu (obr. 5.14) Microcystis aeruginosa maji plynové vakuoly. Po
uplynuti prvniho cyklu kavitace je ze zaznamu (obr. 5.15) patrné, Ze o tyto vakuoly
postupné pfichazeji. Také lze postfehnout, Ze se na obr. 5.15 bunky nenachazeji
v koloniich.

Obr. 5.14 Pavodni biomasa Microcystis aeruginosa
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Obr. 5.15 Microcystis aeruginosa po 1. cyklu
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6 ZAVER

Ukolem bakalafské prace bylo provedeni literarni reSerSe se zaméfenim na
vlastnosti bunék mikroorganismu, které se vyskytuji ve vodnim prostfedi.
Mikroorganismy byly rozdéleny z pohledu vztahu k ¢lovéku na patogenni, ve vodstvu
Zadouci a nezadouci. Velkou pozornost si zaslouzily patogenni mikroorganismy,
pfedevsim bakterie.

Burika bakterie je schopna se adaptovat velkému hydrostatickému tlaku.
NejsvrchnéjsSi vrstva u grampozitivnich bakterii ma v suché podobé blizké
mechanické vlastnosti jako skelny polymer, avSak s rostouci vihkosti pevnost v tahu
ztraci. VnéjSi membrana u gramnegativnich bakterii je schopna odolavat prilomové
sile o velikosti jednotek nN a pfi pfetrzeni se vytvofi napéti v jednotkach mPa.

DalSim zaméfenim této prace bylo nalezeni metod, které maji inaktivacni
uCinek na mikroorganismy, pfevazné na bakterie. Nékteré metody se vyuzivaji
k CiSténi vod komercné, jiné nemaji jesté velké zastoupeni. Na bakterialni bunky
pusobi velmi selektivné UV zafeni. Oproti tomu membranu zelenych Ffas nejvice
naruSi vysokotlaky homogenizator, laser nebo mikrovinna uprava. Neprobadanou
metodou, ktera by na$la uplatnéni pfi Cisténi popfipadé uplné sterilizaci vod, je
hydrodynamicka kavitace.

V posledni casti bakalafské prace se pojednava o provéreni vlivu
hydrodynamické kavitace na sinicich. Pfi experimentu se vyuzivalo stejné kavitacni
traté, zaména byla uskute¢néna pouze riznymi tryskami. Mély rozdilnou geometrii
a ty, které byly shledany jako uspésné, jsou presnéji definované v tab. 5.1. Vysledky
se vzorky, kde se vyskytovala Microcystis aeruginosa (cyanobakterie s plynovymi
vakuolami), byly shledany pozitivné. Protoze doSlo k naruSeni vySe zminénych
vakuol a nasledné postupnému uhynuti bunék. Nebyly naruSeny pouze vakuoly, ale
také bunécna sténa a kolonie sinic byly od sebe oddéleny na samostatné buriky.
U ostatnich kultivovanych druhd sinic, které nemély vyvinuté plynové vakuoly, byla
zatim hydrodynamicka kavitace neuspésSna. DoSlo pouze k vytvofeni stresu na
jednotlivé mikroorganismy, av8ak vime, Ze poklesla funkénost fotosyntetického
aparatu. Uvaha, ktera byla v bakalafské praci zvolena, byla zFejmé spravna, proto by
bylo zajimavé se nadale touto tématikou zabyvat a navazat na ni pfi dalSim studiu.
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