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Pfiloha 1 — Ovéfeni metodiky Nmets a detekce SRB



Seznam pouzitych zkratek

BCV
EDS
HLW

HU
ICP-MS
ICP-OES
MPN
PCR
PEEK
PGM63
SEM
SHE
SNF
SRB
TiOX
uoSs

uv

bentonit Cerny Vrch

energiové disperzni rentgenova spektroskopie (prvkova analyza SEM)
vysoce radioaktivni odpad

hlubinné ulozisté

hmotnostni spektroskopie v indukéné vazaném plazmatu
opticka emisni spektroskopie v indukéné vazaném plazmatu
metoda nejpravdépodobnéjsiho poctu

polymerazova fetézova reakce

polyéteréterketon

Postgate médium (kultivacni)

scanovaci elektronova mikroskopie

standardni vodikova elektroda

vyhorelé jaderné palivo

sulfat-redukujici bakterie

titan-oxidova referenéni elektroda

ukladaci obalovy soubor

ultrafialové zareni



Abstrakt

V ramci projektu byly sledovany dva cile. Prvnim bylo stanoveni moZnosti vzniku
lokalizovaného napadeni vnitfniho pouzdra z korozivzdorné oceli, tzv. bodovou korozi. Jedna
se o stanoveni kritickych podminek (teplota, koncentrace agresivnich specii, radiolyza), ve
kterych neni pasivita korozivzdorné oceli stabilni, a stanoveni nutné minimalni Zivotnosti
vnéjSiho pouzdra, aby po mechanickém selhani vnéjsiho obalu bylo vnitfni pouzdro vystaveno
pFijatelnym podminkam. Experimentalné byly ovéfovany parametry teplota (Tias az 50 °C),
koncentrace agresivnich thiosirand (0,1 az 30 mmol.dm3) a gama zafeni (1-1000 Gy.h?).
Koncentrace thiosirant je méné vyznamnym faktorem, staci pfitomnost. Vyznamnéjsi jsou
radiolyza a teplota. K iniciaci bodové koroze muize dojit pouze za vysokych davkovych pfikon

a za teplot vy3Sich nez 40 °C.

Druhym cilem bylo stanoveni zivotnosti vnitfniho pouzdra. Sledovanymi parametry byly teplota
(TLae @Z 50 °C), gama zareni (1-10 Gy.h'), pfitomnost agresivnich specii S%. Vyznamnym
faktorem je pouze gamma zareni. Na zakladé experimentalnich dat byla vytvofena numericka
simulace prokazujici Zivotnost vyrazné presahujici pozadovanych 108 let.

PFi dodrzeni maximalni teploty 40 °C na povrchu vnitfniho pouzdra po selhani vnéjSiho obalu
je mozné ostatni parametry zanedbat a material vnitfniho pouzdra je ve stabilnim pasivnim
stavu, zajistujici bezpeéné poZzadovanou zivotnost ukladaciho obalového souboru.

Klicova slova

vnitfni pouzdro, korozivzdorna ocel, lokalizovana koroze, zivotnost

Abstract

The project had two aims. The first was evaluation of the localised corrosion attack (pitting) of
the stainless steel inner case. Three threshold parameters of passive layer instability were
studied (temperature, concentration of aggressive species and gama irradiation) and the
subsequent estimatuion of minimal outer case lifetime to allow inner case corrode in stable
passive state. Temperature (T ag az 50 °C), concentration of aggressive thiosulphates (0,1 az
30 mmol.dm?) and gamma irradiation (1-1000 Gy.h?') were experimentally verified.
Thiosulphate concentration is less important factor, general presence of the species is
sufficient. Much more important parameters are radiolysis and temperature. Pitting corrosion
can initiate merely at high irradiation dose rates and temperatures above 40 °C.

The second aim was inner case lifetime estimation. Temperature (T.as @z 50 °C), gamma
irradiation (1-10 Gy.h) and presence of aggresive species S? were studied parameters. The
only important parameter is gamma irradiation. Based on the experimental data a numeric
simulation was built. It proves lifetime significantly overruns required lifetime of 106 years.



If the surface temperature will drop below 40 °C after failure of the outer case, it is possible to
negotiate the other parameters. The material of the inner case will be in stable passive state
and assure the necessary minimal lifetime of the canister.

Keywords

inner case, stainless steel, localised corrosion, lifetime



1 Uvod

Cesky koncept hlubinného ulozisté (HU) na vysoce radioaktivni odpad (HLW) predpoklada pro
vyhorelé jaderné palivo (SNF) uziti dvouplastového ukladaciho obalového souboru (UOS).
Vnéjsi plast bude vyroben z uhlikové oceli a jeho ulohou je pfekonat pocateéni agresivni
podminky, které nejsou pfijatelné pro vnitfni pouzdro z korozivzdorné oceli. Ta muze za
pFitomnosti zbytkového kysliku a zvySené teploty korodovat nepfijatelnymi formami koroze —
Stérbinovou ¢i bodovou, které vedou lokalné k velmi rychlé penetraci skrz sténu pouzdra.
Uhlikova ocel sice koroduje z celkového hlediska rychleji, ale rovnomérné, a tudiz je mozna
predikce Zivotnosti. Vné&jsi plast pfekonava periodu pouze nékolika tisic let. Zbytek Zivotnosti
UOS prebira korozivzdorna ocel, ktera ve stabilnim pasivnim stavu jiz zajisti dostatecnou
Zivotnost UOS.

Projekt byl zaméfen na vnitfni pouzdro UOS, které bude vyrobeno =z austenitické
korozivzdorné oceli typu EN 1.4404 (AISI 316L). Experimentalné byly ovéfovany podminky,
které vedou ke vzniku lokalizovaného korozniho napadeni, tedy byly stanoveny kritické
podminky, které musi prfekonat vnéjsi plast. Zbytkovy kyslik bude spotfebovan aerobnimi
mikroorganismy, reakcemi s oxidovatelnymi slozkami bentonitu a na korozi vnéjSiho plasté
v fadové kratSi dobé, nez dojde k poklesu teploty pod kritickou hodnotu. Kritickymi parametry
pro vyzkum tak zustavaji teplota, gama zafeni a obsah agresivnich aniontl. Zatimco obsah
chloridu je jasné dan pouzitym typem bentonitu, obsah velmi agresivnich thiosiranu je ovlivnén
metabolismem sulfat-redukujicich bakterii (SRB) a pfitomnosti oxidujicich sloZzek vzniklych

radiolyzou poérového roztoku bentonitu.

Druha &ast projektu byla zamé&fena na korozni chovani vnitfniho pouzdra ve stabilné pasivnim
stavu. Experimentalni stanoveni takto extrémné& nizkych koroznich rychlosti je velmi
problematické, nicméné zodpovédné stanoveni Zivotnosti vnitfniho pouzdra je bez nich

nemozné.



2 Experimentalni ¢ast

Cesky koncept v sougasnosti po&ita s vyuzitim domaciho bentonitu Cerny Vrch (BCV). SloZeni
porového roztoku je uvedeno v Tab. 1. Tento pérovy roztok byl pouzivan pro vétsinu
experimentl provadénych, jak v samotném roztoku, tak pro michani suspenzi s bentonitem
BCV. Slozeni porového roztoku je rovnovazné pro laboratorni teplotu a pro vyssi teploty mize

dochazet ke zvySeni koncentrace jednotlivych slozek.

Tab. 1 Slozeni pérového roztoku bentonitu BCV

BCV

specie | concentration [mol.dm=]
Na* 7.9x 1073
K* 4.0 x 10
Ca?* 3.0 x 10
Mg** 7.0 x 10%
Cr 4.0 x 104
S04 1.4x 10°
HCO3 6.9 x 10°3
F 2.0x10*

Pro vSechny experimenty byly pouzity vzorky korozivzdorné oceli EN 1.4404 (AISI 316L) ve
formé plechu &i tyCe. Pfesné rozméry vzorku jsou uvedeny dale u kazdého experimentu. Pfed

kazdym mérenim ¢&i expozici byl povrch upraven brousenim papirem zrnitosti P60.



2.1 Bodova koroze vnitiniho pouzdra

Hodnoceni agresivity pérového roztoku pouze s pfitomnosti chloridovych aniontu jiz bylo
provedeno v predeslych letech a publikovano (Stoulil 2019, Forman 2021). Kritické teplota byla
stanovena na 60 °C. Vramci tohoto projektu byly experimenty zaméfeny na moznou

pFitomnost thiosiran(.

2.1.1 Elektrochemicka méreni

Pro tento typ testl byly pouzity valcové vzorky oceli EN 1.4404 o priméru 10 mm a vysce 50
mm. Jako referenéni byla pouzita elektroda tvofena titanovym dratem potazenym
nestechiometrickymi oxidy iridia (TiOX). Protielektrodou byl platinovy drat. Pro polarizaci byl
pouzit potenciostat FAS2 (Gamry Instruments, USA). Nejprve bylo prostfedi probublavano
dusikem po dobu 30 min za u€elem dosazeni anaerobnich podminek a soucasné byl
ustalovan samovolny korozni potencial vzorku (Ekor). Nasledna polarizace probihala
v rozmezi potenciall -0,05 V/Exor az +1 V/TiOX s rychlosti polarizace 1 mV.s. Tato méreni
tzv. ,prdrazovych kfivek” probihala pfi Toag, 40 a 50 °C. Experiment probihal ve dvou typech
prostfedi. Prvnim byla suspenze bentonitu BCV a syntetického pérového roztoku (Tab. 1)
v poméru 150 g bentonitu na 250 ml roztoku. Pro druhy typ experimentu byl pouZit synteticky

porovy roztok, ve kterém byly misto sirant ekvimolarné (1,4 x 10 mol.dm3) pouzity thiosirany.

2.1.2 Expozi€éni experimenty s bentonitovou suspenzi v anaerobni

atmosfére

Vzorky nerezové a uhlikové oceli (uhlikova ocel bude i po selhani vnéjSiho plasté jesté
pfitomna v kovové formé& a bude produkovat vodik jako jeden z nutrientd) o rozmérech 10 x
10 x 1 mm byly umistény do etanolem umytych a UV vysvicenych drzaku pfedem pfipravenych
na 3D tiskarné a umistény do bentonitovych suspenzi se steriinim Postgate médiem
v hmotnostnim poméru 1:5 (w/w) obohacenych o praskové zelezo. Takto pfipravené vzorky
byly umisténé do anaerobniho rukavového boxu Whitley (Don Whitley Scientific Ltd., Victoria
Works, UK) s argon-vodikovou atmosférou (95 % Ar, 5 % H2). Pro udrZeni stabilnich
redukénich podminek s predominanci SRB byly bakterie vystaveny pravidelnému pfisunu

potfebnych Zivin — laktatu a siranl bez pfitomnosti organickych latek (PGM63alt) pro omezeni
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ristu acetogennich mikroorganismui. Sou¢asné jsme po dobu jednoho roku také monitorovali
vzorky suspenzi pfipravenych s kompletnim PGM63 médiem obsahujicim vyznamny podil
slozitéjSich organickych latek. Pro porovnani vlivu teploty probihaly soucasné sesterské
experimenty ve vyhfivaném (55-60 °C) a v nevyhfivaném (26-30 °C) anaerobnim rukavovém
boxu, coz odpovida podminkam rastu termofilnich a mezofilnich mikroorganismu. Kontrolni
vzorky byly zalozeny obdobné avSak s bentonitovou pérovou vodou (BCVPORW). Jako
negativni kontrola slouzily vzorky steriini BCVPORW nebo média s kovovymi kupony
neovlivnéné pravidelnou vyménou média (Obr. 1). Tab. 2 uvadi seznam pfipravenych vzorku

pro jednotlivé odbéry a jejich nazvy. Slozeni pouzitych SRB médii je uvedeno v Tab. 3.

| B @A
© Q)

bentonit] ne ne BCV BCV
roztok | SW SM SW SM

Fe (prasek)| ne ne ano ano
vzorky | T7 T8 13,4 T5,6

Obr. 1: Schéma dlouhodobého experimentu: a) pro usnadnéni manipulace s kovovymi vzorky jsou
kupony umistény do plastovych drzakd, které je mozno jednoduSe asepticky premistit mezi
vzorkovnicemi; b) schéma slozeni experimentalnich vzorkt a jejich znaceni; T — teplota (26 nebo 55
°C), SW — sterilni bentonitova pérova voda, SM — sterilni upravené PGM63 médium

Tab. 2: Seznam pfipravenych vzork( pro vzorkovani ve tfech hlavnich odbérech — po 24 (RA vzorky),
51 (RB vzorky) a 102 (RC vzorky) tydnech pfi teploté 26-30 °C a 55 °C. Dodatecéné byly zaloZeny i
vzorky s komplethim médiem PGM63, které byly pravidelné sledovany po dobu maximalné 51 tydna
(RD vzorky)

v s 26-30°C 55°C
Prostredi
A26 B26 C26 A55 B55 C55
BCVPORW RA261 RB261 RC261 RA551 RB551 RC551
RA267 RB267 RC267 RA557 RB557 RC557
PGM63alt RA262 RB262 RC262 RA552 RB552 RC552

RA268 RB268 RC268 RA558 RB558 RC558

BCV:Fe:BCVPORW RA263 RB263 RC263 RA553 RB553 RC553

RA264 RB264 RC264 RA554 RB554 RC554

RA265 RB265 RC265 RA555 RB555 RC555

BCV:Fe:PGM63al
e:PGMb3alt RA266 | RB266 | RC266 | RAS56 | RB556 | RC556

RD265 RD555

BCV:Fe:PGM63
RD266 RD556
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Tab. 3: SloZzeni médii pouzitych pro kultivace SRB v projektu RADMIC

Médium PGM63 PGM63alt

pH7.5 Roztok A
K,HPO, 05g 05g
NH,CI - 1g
(NH,)H,PO, - -
NaCl - -
Na,SO, 15g lg
Na,CO, - -
NaHCO; - -
KClI - -
CaCl,x2H,0 01g 01g
Ca(NO;),x4H,0 - -
MgSO,x7H,0 2g 2g
MgCl,x2H,0 - -
Na,S,0;x5H,0 - -
L-cystein-HCIxH,0 - -
Na,Sx9H,0 - -
Na-DL-laktat - 3.3g

Na-acetat - -

Na-butyrat - -

Na-pyruvat - -

Na2-fumarat - -

kvasnicny exrakt - Og

pepton 2g Og

masny extrakt 1g Og
Stopové prvky (DSMZ144) - -
Stopové prvky (DSMZ320) - -
Selenit wolframu (DSMZ385 - -
Vitaminy (DSMZ141) - -
Vitaminy (DSMZ503) - -
Vitaminy (DSMZ120)

Destilovana voda do 1000 ml 1000 ml
Roztok B
FeSO,x7H,0 - 0.5g
Fes(NH,)x6H,0 0.392 -
Na-askorbat 0.1g -
Destilovana voda do 100 ml 10ml
Roztok C
Na-thioglykolat - 0.1g
kyselina askorbova - 0.1g
Na-laktat roztok 3.5g -

Destilovand voda do - 10 ml
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2.1.2.1 Zpracovani mikrobiologickych vzorku a metodika

Pevna faze byla odebirdna pro izolaci DNA a nasledné druhové ureni pfitomnych bakterii
nebo kvantifikaci bakterialniho ristu. Po odebrani a centrifugaci suspenze BCV s médiem byla
peleta promyta ve sterilni deionizované vodé kvuli odstranéni PCR inhibitort pfitomnych v
médiu a zamrazena do dalSiho zpracovani. Supernatant byl odebiran k stanoveni chemickych
zmeén v kultivaénim roztoku bentonitové suspenze, zejména koncentrace sirant, rozpusténého
celkového zeleza, laktatu, acetatu a propionatu. Suspenze BCV s médiem byly ve vSech
Casovych odbérech (6, 12 a 24 mésicll) testovany na pfimou detekci mrtvych a Zivych bunék

pro ovéreni zivotaschopnosti bakterialniho konsorcia.

DNA byla izolovana pomoci komerénich extrakénich kitl a slouzila jako substrat pro
molekularné-genetické analyzy — kvalitativni urCeni (sekvenace) i relativni kvantifikaci
bakterialniho osidleni. Zakladem v8ech molekularné-genetickych analyz je polymerazova
fetézova reakce (PCR), ktera je podrobné popsana ve vystupu Nmets. VZhledem k dostupnosti
sekvenacnich dat z pribézné odebiranych suspenzi a vzhledem k odliSnostem v ¢asovych
odbérech a mezi odlisné zatézovanymi vzorky, byla metoda PCR pouzita pro ovéreni specifity
dostupnych primert pro detekci SRB. Pro rychlé ovéfeni naristu SRB napf. v kulturach po
kultivacich byla pouzita metoda PCR, kde jako zdroj templatové DNA byly pouzity pfimo
bakterialni buriky nebo spory lyzované alkalickym roztokem (0,2 M NaOH). Detailné je tato
metodika popsana ve vystupu Nmeis. Seznam vSech standardnich i nové navrzenych primer(

je uveden v pfiloze.

Metoda real-time kvantitativni PCR (gPCR) byla pouzivana standardné pro kvantifikaci celkové
bakterialni biomasy v izolované DNA i dikaz amplifikovatelnosti izolované DNA. Pro tento ucel
jsme pouzivali 16SqPCR-F a 16SqPCR-R primery, sekvence kompatibilni s univerzalni &asti
bakterialni DNA kodujici RNA malé ribozomalni podjednotky (16S rRNA). Metoda je podrobné
popsana také v (Shrestha et al., 2022). Pro porovnani relativni abundance mikroorganismu ve
vzorcich suspenzi a biofilmu kolem kovovych kupdonld byla pouzita metoda relativni
kvantifikace (RQ) pomoci AACq metody, ktera vypocitava rozdil mezi kvantifikacnimi cykly (Cq
hodnotami) porovnavanych vzork(i pomoci rovnice RQ = Eff(72¢®, kde: RQ — relativni
kvantita, Eff — u€innost PCR, ACq — rozdil Cq hodnot porovnavanych vzorkd. Pfi relativni
kvantifikaci pomoci metody AACq byly Cq hodnoty vzorkd z biofilmu vztazeny k Cq hodnotam
vzorkl suspenzi pro kazdy Casovy odbér. Stanoveni ucinnosti nové navrzenych primeru je

popsano v pfiloze.
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U ziskané DNA byla provedena amplikonova sekvenace variabilni V4 oblasti 16S rRNA genu.
Studovany usek byl amplifikovan pomoci univerzalnich primer 530F a 802R (Claesson et al.,
2009; Dowd et al., 2008). Pro nasledné zpracovani NGS dat byl pouzit softwarovy balik DADA2
(verze 1.12, Callahan, 2016). Taxonomie byla pfifazena k ASV (varianta amplikonové
sekvence) pomoci klasifikatoru g2-feature-classifier (Bokulich et al., 2018) a klasifikovana
naivnim Bayesem classify-sklearn proti databazi Silva 138 (Quast et al., 2013). Vystupy QIIME
2 byly zpracovany pomoci bali¢ku phyloseq R (McMurdie a Holmes, 2013). Pro ovéfeni
spravného nastaveni byl vyuzit vzorek s mock komunitou se 10 rdznymi kmeny
ZymoBIOMICS® Microbial Community Standard (Zymo Research, USA).

Zivotaschopnost bunék v suspenzich byla sledovana pomoci fluorescenéni mikroskopie a
rozdilného fluorescenéniho znaceni mrtvych a zivych bunék. Podrobné je metoda extrakce a

znaceni zivych bunék z bentonitu popsana v (Hlavackova et al., 2023).

Chemické analyzy slozeni supernatantu byly provadéné na TUL. Koncentrace siranu byly
stanoveny pomoci kapalinové chromatografie (chromatograf Dionex ICS 90, ThermoFisher
Scientific, USA; kolona Dionex lonPac AS14A; mobilni faze: 8 mM roztok K.CO3z a 1 mM roztok
KHCO3; 0 mezi stanovitelnosti LOQ 0,5 mg/ml). Ke stanoveni laktatu, acetatu a propionatu byl
pouZzit iontovy chromatogram Dionex ICS-2100 s vyvije€em mobilni faze Dionex EGC Ill KOH
a kolonou Dionex lonPac AS11-HC o délce 250 mm a prdméru 2 mm. Byl pouzit supresor
Dionex ADRS 600 a vodivostni detektor Thermo DS6. Pratok mobilni faze ¢&inil 0,38 ml/min.
Byl pouzit gradient koncentrace KOH. Vzorky byly nastfikovany pomoci autosampleru Dionex
AS-DV a bylo nastfikovano 5 pl vzorku. Chromatogramy byly zaznamenavany po dobu 26 min.
Koncentrace celkového Zeleza byla stanovena po okyseleni vzorku koncentrovanou HNOs (na
pH 2) na pfistroji ICP OES 2100 DV (Perkin Elmer, USA).

2.1.2.2 Vyhodnoceni kovovych vzorkt

Vzorky byly analyzovany pomoci scanovaci elektronové mikroskopie s energiové disperzni
prvkovou analyzou (SEM/EDS) na mikroskopu VEGA3 LMU (TESCAN, CR). za Ggelem
detekce koroznich produktl. Nasledné byly omofeny v koncentrované kyseliné dusi¢né
(odstranéni koroznich produktl) zvazeny na analytickych vahach (stanoveni hmotnostnich
ubytk(l) a nasledné pozorovana morfologie povrchu pomoci stereomikroskopu SZX 10.R

(Olympus, Japonsko) a digitalniho mikroskopu VHX-7000N (Keyence, Belgie).
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2.1.3 Expozi¢ni experimenty v ozafovné

2.1.3.1 Radiolyza pérového roztoku

Pro ucCely zhodnoceni vlivu radiolyzy syntetického roztoku bentonitové vody (Tab. 1) na
korozni zkou$ky, bylo provedeno stanoveni koncentrace peroxidu vodiku za podminek, které
odpovidali podminkam v elektrochemickych koroznich celach. Cilem téchto méfeni nebylo
stanovit reakce, které probihaji v systému a ani modelovani radiolyzy syntetické bentonitové

vody. Pfesny popis radiolyzy méfenych systému pfesahoval ramec tohoto projektu.

Pro stanoveni radiostacionarni koncentrace peroxidu vodiku byly zvoleny dva systémy pro
ozarovani. Prvni systém byl otevieny, kdy mohly ze systému unikat vznikajici plyny a druhy
systém byl uzavieny se silikonovym té&snénim potazenym hlinikovou folii (pravdépodobné
bude dochazet v tomto systému k nepatrnému uniku vodiku na rozhrani hlinik sklo). Tyto

systémy byly zvoleny, aby simulovali pouZivané testovaci cely.

Pro ucely ozafovani byl pouZit roztok syntetické bentonitové porové vody. Do sklenénych
vialek bylo pfevedeno 10 ml roztoku SBPOW, ktery byl pouzivan pro korozni zkou$ky. Vialky
byl poté uzavieny vickem s tésnénim a u otevieného systému pouze timto vickem pfeklopeny,
aby se minimalizoval odpar v prabéhu ozafovani. Takto pfipravené vialky byly umistény do
gama ozafovny s ®°Co. Na vialky byly umistény alaninové dozimetry pro stanoveni celkové
davky a davkového pfikonu. Aplikované davkové piikony byly ~ 11 Gy.h* a ~ 1 Gy.h. Vialky
byly postupné odebirany v danych €asovych intervalech a ihned po odebrani z ozafovny bylo
provedeno stanoveni peroxidu vodiku pomoci UV/VIS spektroskopie. Stanoveni je zalozeno
na oxidaci jodidu na jod peroxidem vodiku a naslednou tvorbou modrého komplexu jédu se

Skrobem u kterého se stanovuje absorbance. Mez stanovitelnosti byla u této metody 5 umol/l.

2.1.3.2 Experimenty v suspenzi

Stejné jako predchozi experimenty bez ozafovani v anaboxu, i pro tyto expozice byly pouzity
vzorky uhlikové a korozivzdorné oceli o rozmérech 10 x 10 x 1 mm. Pro expozici byly umistény
ve sklenénych celach o rozmérech 16 x 120 mm. Do kazdé cely byl umistén jeden vzorek od
obou materiald. Jako sterilni kontroly byly pouZity sterilizovany synteticky porovy roztok a
médium PGMG63. Vzorky suspenzi byly pfipraveny bud s pérovou bentonitovou vodou (SB1 a
SB2) nebo se SRB kompletnim médiem (SM1 a SM2) v duplikatu. V kazdé ampuli bylo
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navazeno 1 g bentonitu BCV. Nasledné byly ampule i roztoky odvzdusnény na anaboxu po
dobu 48 h a nasledné bylo do kazdé ampule pfidano 10 ml roztoku. V anaboxu byly ampule
rovnéz hermeticky utésnény pfilepenim zabrusového vi¢ka vodnim sklem. Takto pfipravené
vzorky byly exponovany v ozafovné za davkového prikonu 1 Gy.h? pfi 50 °C po dobu 4, 12 a

24 mésicu.

Dva roky ozafované a zahfivané vzorky suspenzi zatavené ve sklenénych ampulich byly
pfedany pro mikrobiologické analyzy po vyjmuti z ozafovny a uchovany v anaerobni
atmosfére. Druhy den po pfedani byly rozebrany nasledujicim zplisobem. Ampule byly nejprve
pod hrdlem nafiznuty pilnikem a uzavér byl poté odlomen. Ampule byly okamZzité pfeneseny
manipulaénim okénkem do anaerobniho boxu, kde byly dale zpracovany nasledujicim
zpusobem. Suspenze byla pfenesena do sterilni zkumavky a sto¢ena. Supernatant se pouzil
na stanoveni chemickych zmén. Peleta bentonitu byla pouzita pro uréeni po¢tu SRB v danych
vzorcich  molekularné-genetickym  pfistupem a  kultivanhi metodou  stanoveni

nejpravdépodobnéjsiho poctu (MPN).

Nejprve bylo pfipraveno 5-10 opakovani desetinasobnych fedéni (25-50 zkumavek) s 9 ml
sterilniho anoxického média (PGM 63, Himedia, Indie). Vzorky pro inokulaci byly pfipraveny
anaerobné v rukavovém boxu. Nejprve bylo odebrano asi 1 g bentonitové suspenze, ktera byla
pouzita pro izolaci DNA 0,5 g ihned (24m) a dalSi ¢ast po mésici inkubace v anaerobni
atmosféfe (24m+1m). Zbyla Cast z ozafovanych suspenzi byla resuspendovana v 10 ml
sterilniho média a slouzila jako inokulum 9 ml média 5-10 desitkovych fedicich fad. Takto
pfipravené kultivacni zkumavky byly kultivovany v anaerobnim rukavovém boxu pfi teploté 26-
30 °C po dobu 6—12 tydnu. Podle poctu pozitivnich vysledkl (zEernalé médium) ziskanych pro
vSechny zkuSebni podily pochazejici z jednoho vzorku byla vypocétena hodnota MPN, tedy
nejpravdépodobnéjsi poCet SRB v puvodnim vzorku. VSechna fedéni vykazujici pozitivni
reakci byla podrobena nasledné PCR analyze pro ovéfeni pfitomnosti SRB a ureni nejvice
zastoupeného rodu SRB. Pro kontrolu byly také zpracovany vzorky s jinak barevnym zékalem.

Princip a detailni popis této metody je souc€asti vystupu Nmets.

Kovové vzorky byly po expozici analyzovany pomoci scanovaci elektronové mikroskopie
s energiové disperzni prvkovou analyzou (SEM/EDS) za u¢elem detekce koroznich produktu.
Nasledné byly omofeny v koncentrované kyseliné dusi¢né (odstranéni koroznich produktd)
zvazeny na analytickych vahach (stanoveni hmotnostnich Ubytk() a nasledné pozorovana

morfologie povrchu pomoci stereomikroskopu a optického profilometru.
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2.1.3.3 Experimenty v kompaktovaném bentonitu

Pro potfeby ovéfeni vlivu ionizujiciho zafeni na korozni napadeni uhlikové a korozivzdorné,
byly pfipraveny korozni cely s kompaktovanym bentonitem, které byly umisténé pfi teploté 50

°C v ozafovné.

Bentonit pouzity pro korozni zkouSku byl ¢esky bentonit BCV, ktery byl kompaktizovan na
suchou objemovou hmotnost 2000 kg.m=. Tato kompaktizace byla zvolena proto, aby byla
potlacena mikrobialni aktivita v systému a bylo tak mozné odlisit vliv ionizujiciho zafeni od vlivu
mikroorganismud. Kompaktizace byla provedena do koroznich cel o vnitfnim prdméru 30 mm a
vySce 15 mm pomoci hydraulického lisu MEGA 11-300 DM1S (Form+Test Seidner+Co GmbH,
Némecko). Samotna kompaktizace byla provedena nadvakrat, nejprve byla kompaktizovana
polovina odpovidajici navazky bentonitu BCV. Na tuto kompaktizovanou vrstvu byly pak vzdy
umistény dva vzorky uhlikové oceli a dva vzorky korozivzdorné oceli (Obr. 2). Nasledné byl
zbytek navazky bentonitu kompaktizovan na takto pfipraveny segment, aby kovové vzorky byly

v poloviné vysky korozni cely.

Obr. 2 llustracni foto kovovych vzork( na spodnim segmentu kompaktovaného bentonitu

Kompletované korozni cely byly nasledné umistény do rukavicového boxu GConcept
(Jacomex, Francie) s inertni argonovou atmosférou (argon 4.8, Linde Gas a.s., Ceska
republika), kde je udrzovana koncentrace kysliku pod 1 ppm. V rukavicovém boxu byly
ponechany po dobu 24 dni, aby byl odstranén zbytkovy kyslik z bentonitu. Nasledné bylo
zahajeno syceni kompaktovaného bentonitu odkysli€enou demineralizovanou vodou

(vzhledem k tomu, Ze pérovy roztok je dominantné ovlivnén sloZzenim bentonitu, Ize pouzit pro
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syceni demineralizovanou vodu, aniz by bylo ovlivnéno jeho slozeni) v pfechodové komoie
rukavicového boxu pfi podtlaku 0,6 Bar. Korozni cely s kompaktovanym bentonitem byly takto
syceny po dobu jednoho mésice a pak nasledné ponechany volnému syceni po dobu 11 dnu

za atmosférického tlaku. VSechny tyto operace probihali za anaerobnich podminek.

Po ukonceni syceni byly korozni cely uzavieny (tak aby byly zachovany anaerobni podminky)
a preneseny do ozafovny. V ozafovné se zdrojem °Co, byly korozni cely umistény v picce
s regulaci teploty na 50 °C. Umistény koroznich cel bylo v poloze, kde davkovy pfFikon uvnitf
cel byl stanoven pomoci alaninového dozimetru na ~ 0,5 Gy.h. V pribéhu korozni zkousky
byly korozni cely v pravidelnych ¢asovych intervalech ota¢eny, aby bylo zaru€eno rovnhomérné

ozafeni celého systému.

Po ukonc&eni korozni zkouSky byly cely pfeneseny zpét do rukavicového boxu s inertni
argonovou atmosférou, kde byla provedena jejich demontaz pomoci pfedem vysterilizovanych
pomUcek, aby nedoSlo k mikrobialni kontaminaci systému. Samotny proces probihal
nasledovné: vzorek kompaktovaného bentonitu byl ¢asteCné vytlaten z korozni cely a byl
proveden fez cca v 2 vySKy bentonitu, aby bylo mozné vyjmout kovové vzorky pro nasledné
analyzy (Obr. 3). Kovové vzorky byly opatrné vyjmuty z vrstvy bentonitu, ktery byl pak nasledné

preveden do sterilnich sackl a pfedan na mikrobidlni analyzy.

Obr. 3 llustracni obrazek kompaktovaného bentonitu s kovovymi vzorky po korozni zkousSce
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Vsechny vzorky kompaktovaného bentonitu byly pfed zpracovanim rozplaveny ve 30 ml
sterilni demineralizované vody a ponechané v anaerobnich podminkach 2-5 dni. Vzorky
ozafované 4 mésice (cely €. 1 a 6) byly ihned po odebrani zamrazeny, a proto nemohly byt
pouzity pro kultivacni analyzy. Vzorky kompaktovaného bentonitu zatéZzovaného po dobu
jednoho roku (cely €. 2 a 3) a dvou let (cely & 4 a 5) byly pfedany jako ,zivé®, pravé po
rozebrani cel a ve sterilnich vzorkovnicich. Cast suspenze (1 g suché objemové hmotnosti)
byla pouzita pro stanoveni po¢tu SRB metodou MPN (viz vy$e) a asi 5 g suspenze bylo pouzito
pro extrakci DNA a kvalitativni ur€eni mikrobidlni aktivity ve vzorku. Zbytek suspenze byl
ponechan v anaerobnim rukavovém boxu po dobu jednoho mésice pro diukaz oziveni vzorku
po zatézi, z néhoz byla poté opét odebrana suspenze na genetickou analyzu. Vzorky
kompaktovaného bentonitu mély na povrchu otlaky od kovovych kupona z€ernalé od koroznich
produktld. Kontakt s kupény byl testovan na pfitomnost SRB u jednoletych vzork(l metodou
MPN tak, ze Cast sotlaky byla v anaerobnim boxu o$krabana sterilnim skalpelem a
resuspendovana sterilni vodou. Vzorky byly rozdéleny na vzorky s otlaky (cela_2Kov,

cela_3Kov) a bez otlaku (cela_2 a cela_3).

Suspenze pfipravena z kompaktovaného bentonitu v mnozstvi pfepocteném na 1 g suché
objemové hmotnosti byla resuspendovana v 10 ml PBS pufru (KCI 2,0 g/l, NaCl 70,1 g/l
Na,HPO, - 12 H,0 12,8 g/l, NaH,PO, - 2 H,0 4,4 g/l) a tfepana na horizontalni tfepacce (200
rom) po dobu jedné hodiny. Tato suspenze slouzila jako inokulum (1 ml) desetinasobnych
fedéni. Takto pfipravené kultivacni zkumavky byly kultivovany v anaerobnim rukdvovém boxu
pfi teploté 26-30 °C po dobu 6-12 tydnl. Podle poctu pozitivnich vysledkl (zEernalé médium)
ziskanych pro vSechny zkudebni podily pochazejici z jednoho vzorku byla vypo&tena hodnota
MPN, tedy nejpravdépodobnéjsi po¢et SRB v plvodnim vzorku. VSechna fedéni vykazujici
pozitivni reakci byla podrobena nasledné PCR analyze pro ovéfeni pfitomnosti SRB a ureni
nejvice zastoupeného rodu SRB. Pro kontrolu byly také zpracovany vzorky s jinak barevnym

zakalem. Princip a detailni popis této metody je souc€asti vystupu Nmets.

Kovové vzorky byly po expozici analyzovany pomoci scanovaci elektronové mikroskopie
s energiové disperzni prvkovou analyzou (SEM/EDS) za u¢elem detekce koroznich produktd.
Nasledné byly omofeny v koncentrované kyseliné dusi¢né (odstranéni koroznich produktu)
zvazeny na analytickych vahach (stanoveni hmotnostnich ubytkl) a nasledné pozorovana

morfologie povrchu pomoci stereomikroskopu a optického profilometru.
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2.1.4 Experimentalni ovéreni kritickych podminek pro vznik bodové

koroze

Pro tyto experimenty byly pouzity standardni reagencni lahve o objemu 50 ml. Do nich bylo
pfidano 15 g bentonitu BCV a 4 vzorky korozivzdorné oceli o rozmérech 10 x 10 x 1 mm. Po
48 h odvzdudSnéni v anaboxu byly cely zality 25 ml rovnéz odvzdu3néného roztoku.
V syntetickém porovém roztoku byly sirany nahrazovany od 0,1 do ekvimolarni koncentrace
1,4 x 10 mol.dm. Nasledné byly dokonce pfidavany nad tuto Urover az do koncentrace 30
x 10 mol.dm. Tato situace méla simulovat situaci, kdyby na lokalité¢ HU bylo zjisténa vy3si
koncentrace siranl, nez odpovida pérovému roztoku bentonitu BCV. Tato situace je Cisté

hypoteticka a velmi nepravdépodobna.

V dalSi verzi experimentu byly pouzity jako nahrada sirand hydrogensulfidy v rozmezi
koncentraci od 0,1 do ekvimolarni koncentrace 1,4 x 10 mol.dm=. Tento roztok byl doplnén
o peroxid vodiku o vysledné koncentraci 2,5 x 10° mol.dm3. Tato koncentrace byla
publikovana Svédskym tymem (Bjorkbacka 2013) a odpovida extrémnim davkovym pFikonim
na urovni 1 kGy.h'. Jedna se rovnéz o hypotetické podminky simulujici vysoké oxidaéni

podminky prostredi.

V ramci experimentl byla kromé koncentrace sledovana jesté teplota, jako dal§i vyznamny
parametr pro vznik bodové koroze. Experimenty probihaly pfi Tias, 30, 40 a 50 °C. Po
odvzdusnéni a zaliti byly cely zavieny a po vyndani z anaboxu okamzité odvakuovany a
termicky zavareny v plastové félii s Al vloZzkou, ktera zajiStovala anaerobni podminky. Doba

expozice byla pro vSechny typy experiment 4 mésice.

2.2 Rovnomérné koroze a zivotnost vnitrniho pouzdra

2.2.1 Charakterizace pasivni vrstvy

20



2.2.1.1 Polovodivé vilastnosti

Jednou z charakteristik pasivni vrstvy jsou jeji polovodivé vlastnosti. Pro jejich studium bylo
vyuziti tzv. Mott-Schottkyho kfivek, které davaji informaci o typu polovodivého chovani a
hrubou pfedstavu o koncentraci nosicl naboje. Méfeni probihalo s pomoci stfidavého signalu
o frekvenci 1 kHz, v rozmezi potenciall -1 V/Ekor az +1 V/Ekor, S krokem 50 mV. K méfeni
v laboratornich podminkach byla vyuZita cela na Obr. 4. Referencni elektroda byla TiOX,
protielektrodou platinovy drat. proméfeni byl pouzZit potenciostat Zennium X (Zahner,
Némecko). Méfeni probihala v syntetickém pérovém roztoku bentonitu na Tiae. V laboratofi
probihaly experimenty v Cistém porovém roztoku, nasledné i s UV zafenim (vykon lampy 500
W) a tfeti variantou byl pérovy roztok s pridavkem 2,5 x 10 mol.dm peroxidu vodiku. Pred
mérenim byl roztok 30 min probublavan dusikem a ustalovan Exor. Cela byla dvouplastova,

protoze experimenty s UV bylo potfeba chladit na Tiag.

Zavitova tyé *i

Kridlova matka

[=™ J«Teﬂonon tyé

Parafilmova zitka
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dusiku

——— « ()d\'()d
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Obr. 4 Experimentélni dvouplastova termostatovana cela pro elektrochemické zkouSky
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Ctvrtou variantou byl experiment v ozafovné s gama zdrojem %°Co. Pro tyto experimenty byla
zkonstruovana specialni cela, viz Obr. 5. Ta byla vyrobena z plastového materialu PEEK, ktery
snese velké davky gama zareni. Kromé tyCového vzorku uprostfed jsou na nakresu patrné
pruchodky pro TiOX referenéni elektrodu a Pt protielektrodu. V nakresu chybi prichodky pro
pfivod a vyvod dusiku. V tomto pfipadé byl roztok probublavan 4 h, a nasledné bylo spusténo
méfeni. K méfeni byl pouzit potenciostat Palmsens4 (Palmsens, Nizozemi). Davkovy pfikon

byl 1 Gy.h'.
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Obr. 5 Specialni cela pro elektrochemicka méreni v ozafovné pod gama zarenim

2.2.1.2 Slozeni pasivni vrstvy

Slozeni pasivni vrstvy je kvdli jeji velmi malé tloustce (jednotky nm) omezeno jen na velmi
povrchové citlivé metody. V tomto projektu byla pouzita metoda rentgenové spektroskopie
fotoelektront (XPS) pomoci pFistroje ESCAProbe (Omicron Nanotechnology, Némecko).
Protoze se jedna o velmi nakladnou analyzu, byly celkové analyzovany 3 vzorky po 24 h
expozici: vzorek exponovany v syntetickém porovém roztoku, vzorek v pérovém roztoku po
polarizaci na 0,3 V/Exor, vzorek po expozici v pérovém roztoku s pridavkem 2,5 x 10-3 mol.dm-

3 peroxidu vodiku.

2.2.2 Potenciostaticka méreni

2.2.2.1 Experimenty v laboratofi

Tyto experimenty probihaly v naprosto stejném uspofadani, jako pFedchozi méfeni
polovodivych vlastnosti v laboratofi. Pro méfeni byly vyuZity i bentonitové suspenze v poméru
150 g bentonit a 250 ml pérového roztoku. Vzorek byl potenciostatovan na hodnoté 0,3 V/Ekor.
Experimenty probihaly pfi teplotach Tiag az 50 °C. Doby experimentu byly 22 h, 7 dni &i 28
dni.

2.2.2.2 Experimenty v ozafovné

Tyto experimenty probihaly v naprosto stejném uspofadani, jako prfedchozi méfeni
polovodivych vlastnosti v ozafovné. Pro méfeni byly vyuzity i bentonitové suspenze v poméru
30 g bentonit a 50 ml pérového roztoku. Vzorek byl potenciostatovan na hodnoté 0,3 V/Ekor.
Experimenty probihaly pouze pfi teploté T.as. Doby experimentu byly vzdy az do ustaleného
stavu rozpousténi pasivni vrstvy. Davkovy prikon byl 1 Gy.h*t. Méfeni probihala za pouziti
potenciostatu Palmsens4 s multiplexerem MUX8-R2, ktery umoznuje méfit najednou na vSech

4 experimentalnich celach simultanné.
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2.2.3 Samovolné rozpousténi pasivni vrstvy

V této Casti projektu bylo sledovano samovolné rozpousténi pasivni vrstvy. Predchozi
elektrochemicka méreni sice umozhiuji pracovat i v suspenzich, ale na druhou stranu pfeci jen
i mirna polarizace znamena vychyleni z rovnovazného stavu, urychleni koncentraénich zmén
v pasivni vrstvé a dosazeni ustaleného rozpousténi v krat§i dobé. Samovolné rozpousténi je
naprosto volny kontakt vzorku s prostfedim a nasledna analyza rozpusténych kationtu
metodou hmotnostni spektroskopie v indukéné vazaném plazmatu (ICP-MS). Z tohoto

dlvodu, je tento typ experimentu mozny jen v roztoku, a nikoli v suspenzi.

Vzorky byly opét ty€ové o priiméru 10 mm a vySce 50 mm. Ty byly umistény v ampuli 16 mm
pruméru a 120 mm vysky. V anaboxu byly ampule i zkuSebni roztoky odvzdusnény po dobu
48 h, a nasledné byl ke kazdému vzorku v ampuli pfidan roztok o objemu 5 ml. Ampule byly
opét jesté v anaboxu hermeticky uzavieny zalepenim vika vodnim sklem. Ampule byly vzdy
exponovany pfi 50 °C. Obr. 6 ukazuje umisténi ampuli v peci v ozafovné&, za olovénymi

segmenty, upravujicimi davkovy pfikon gama zareni.

Obr. 6 Usporadani ampuli v peci v ozafovné
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V ramci kratkodobych experimentl (1 nebo 4 mésice) byl ovéfovan vliv riznych parametrli na
rozpousténi pasivni vrstvy. Byly sledovany parametry jako UV zafeni, gama zareni, pfidavek

peroxidu vodiku nebo zaména siranu za thiosirany. VSe ve stejnych intencich, jako pfedchozi
experimenty.

Paralelné probihaly experimenty dlouhodobé ve 2 alternativach: synteticky porovy roztok a
porovy roztok s gama zarenim (1 Gy.h). Odbéry probihaly po 1, 4, 12 a 25 mésicich.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Bodova koroze vnitrniho pouzdra

3.1.1 Elektrochemicka méreni

Nasledujici grafy na Obr. 7 zobrazuji zaznam tzv. ,prarazovych kfivek” v bentonitové suspenzi
se syntetickym pérovym roztokem a v suspenzi s pérovym roztokem se zaménénymi sirany
za thiosirany. Pokud na povrchu korozivzdorné oceli dojde k lokalnimu porudeni pasivni vrstvy
a rozvoji bodové koroze, na kfivce se projevi zménou smérnice kfivky a prudkému narustu
proudové hustoty. K tomuto jevu nedos$lo ani v jednom pfipadé. PoruSeni pasivni vrstvy je
v prostfedi ulozisté velmi pomaly jev a pro iniciaci tohoto typu napadeni jsou potieba

dlouhodobégjsi expozi¢ni experimenty.
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Obr. 7 Prirazové krivky namérené v suspenzi se syntetickym porovym roztokem (nahore) a s roztokem
se sirany alterovanymi thiosirany (dole)
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3.1.2 Expozi¢ni experimenty s bentonitovou suspenzi v anaerobni

atmosfére

3.1.2.1 Mikrobiologické a chemické analyzy

Vyvoj mikrobialniho spole€enstva v €ase u zahfivanych a nezahfivanych bentonitovych
suspenzi pfipravenych z BCV a média stimulujiciho rist SRB pro obdobi do 6 mésicl a od 6
do 12 mésicu je podrobné popsan v pfedchozich zpravach (Hlavackova et al., 2022, 2021).
Stru¢né, do 12 tydne bylo pouzito kompletni PGM63 médium a zastoupeni popsanych SRB
se pohybovalo od 5,81 do 12,89 %. Vyznamny narust termofilnich SRB byl zaznamenan az
po zméné média na PGM63alt. Nejvétsi nardst SRB byl u zahfivanych vzorkd zaznamenan
v Casech 36 tydnu (61,1 %), 42 tydnl (77,5 %) a 45 tydnu (63,8 %). Pro ucely zavérecné
zpravy zde porovnavame vysledky tfi hlavnich odbérd po 6, 12 a 24 mésicich inkubace

Vv anaerobni atmosfére.

V zahfivanych vzorcich s ochuzenym médiem byl nejvyznamnéjSim zastupcem SRB v 6 a 12
mésicnich suspenzich rod Desulfofarcimen, jehoz jedinym dosud popsanym zastupcem je D.
acetoxidans (Obr. 8 a 9). Bliz§i analyza vyskytujicich se ASV pro detekované SRB vSak
ukazala, ze pljde zfejmé& spiSe o Desulfofarcimen intricatum nové pFejmenovany na
Desulfolucanica intricata, jejiz genom jesté neni znamy (viz nize). Podle analyzy sekven&ni
podobnosti proteinu ApsA je jejim nejbliz§im pfibuznym Desulfofarcimen acetoxidans. Kromé
toho se zde vyskytoval hojné zastoupeny r. Thermincola jako zastupce Zelezo-redukujicich
bakterii (IRB). Mikrobialni spoleCenstvo termofilnich SRB doplfiovali acetogenni rody z ¢eledi
Clostridia (D8A-2 a DTUO014). PCR analyza prokazala, Ze zastupci s relativni frekvenci vétsi

nez 2 % lze povazovat za pfitomné (viz pfiloha).
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Obr. 8: Relativni frekvence vyskytu znamych SRB v zahrivanych (55 °C) suspenzich BCV s PGM63alt
(A) nebo BCV s BCVPORW (B) pro tfi hlavni odbéry — 6, 12 a 24 mésica (6M, 12M, 24M). K — sterilni
kontrola média nebo BCVPORW bez BCV

V suspenzich s BCV pérovou vodou nejsou SRB zastoupeny hojné kromé 6 mésicnich vzorkd,
vnichz se hojn&ji vyskytovali termofiini rody Desulfofarcimen/Desulfolucanica,
Desulfatomaculum a Desulfurispora. Frekvence SRB u ro¢nich a dvourocnich vzorkl klesa a
jsou vystfidani acetogennimi rody Effusibacillus, Tepidianaerobacter a zastupci termofilnich
acetogenu Celedé Thermacetogeniaceae. Po dvou letech jsme u jednoho ze vzork( zachytili
navic vyznamnéji zastoupeny r. Caloribacterium, také produkujici kyselinu octovou
(Slobodkina et al., 2012).
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Obr. 9: Vyvoj mikrobialniho sloZeni v BCV suspenzich a abiotickych kontrolach (bez BCV) s ochuzenym
PGM63alt médiem vzdy v duplikatu (RX555 a RX556) pro kazdy ¢asovy odbér 6 (zZluta), 12 (zelena) a
24 (modra) mésicu. Suspenze BCV s bentonitovou pérovou vodou v duplikatu (RX553 a RX554)
slouzily jako kontroly pfirozeného mikrobialniho vyvoje. Kontroly sterilnich roztok( pouZitych pro
pfipravu suspenzi byly pfipraveny s drzaky (RX551-BCVPORW a RX552 — PGM63alt) i bez drzakd
kovovych kupénti (RX557 — BCVPORW, RX558 — PGM63alt). Vzorky R588, R736 a R985 nemély
dostatec¢nou hloubku, tzn. neprobéhla izolace DNA nebo sekvenacni analyza (R588), alternativné byly
vzorky pfili§ mikrobiologicky chudé (R736 a R985), coz Ize u sterilnich kontrol ¢ekat.

Ve vSech tfech hlavnich odbérech jsme také s pouzitim fluorescencniho znaceni byli schopni
zachytit existenci metanogennich zastupcu (Obr. 12), které jsme sekvenaci nezachytili
z dlvodu nedostatecného pokryti archealniho genomu pfi pouziti V4-16S rRNA primerd. Tim
jsme zaprvé.prokazali, Ze mikrobialni spoleCenstvo vykazuje prvky Zivé a dynamické kultury,
a zadruhé Ze jde o smiSenou kulturu koexistujicich SRB, acetogennich a metanogennich
mikroorganism v téchto silné redukénich podminkach. Podobné vysledky byly popsany dfive
v (Dar et al., 2008; Hallbeck, n.d.; Hallbeck and Pedersen, 2008; Haveman and Pedersen,
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1999; Hori et al., 2011; Kotelnikova and Pedersen, 1998). Pomoci PCR a specifickych primert
rozeznavajici 16S rRNA metanogenl a kmene Archea jsme dokazali, Ze vyskytujici se
metanogen je skute¢né zastupce r. Methanosarcina (viz pfiloha). Kontrolni vzorky se sterilnimi
roztoky BCV pérové vody a modifikovaného média byly mikrobiologicky chudé a jejich slozeni

bylo na drovni izolaénich kontrol, odliSné od sloZzeni studovanych vzorkd.

U nezahfivanych vzorkd s ochuzenym médiem byl nejvyznamnéjSim zastupcem SRB v 6 a 12
mésicnich suspenzich rod Desulfovibrio doprovazen svétsi ¢i mensi frekvenci rody
Desulfofarcimen/Desulfolucanica, Desulfotomaculum a Desulfallas-Sporotomaculum. V 6
mésicich byl vyznamnéji zastoupen také r. Desulfurispora. Celkova relativni frekvence vyskytu
SRB nepresahla 50 %. Nejvétsi relativni frekvenci r. Desulfovibrio jsme detekovali u ro¢nich
vzorkl. U dvouletych suspenzi byla relativni frekvence asi o polovinu niz§i (Obr. 10). Rod
Desulfovibrio desulfuricans redukuje sirany velmi efektivné za pfitomnosti molekularniho

vodiku autotrofni redukci siranu.

V suspenzich s BCV pérovou vodou nejsou SRB zastoupeny hojné stejné jako u suspenzi
s ochuzenym meédiem. Relativni frekvence vyskytu SRB nepfesahla 10 %. NejhojnéjSim
zastupcem byl r. Desulfatomaculum (7 % - 1 rok, 8 a 9% - 2 roky) a
Desulfofarcimen/Desulfolucanica (6 a 8 % - 2 roky). VmenSi mife se vyskytoval i r.
Desulfurispora a to v 6 mésicnich vzorcich. Sekvenacni analyza také zaznamenala vyznamny
podil zastupcu z Celedi Peptococcaceae, do niz patfi vSichni SRB zastupci z tfidy Clostridia,
ale zaroven také acetogenni/fermentujici bakterie z této tfidy. Mulze to vSak také znamenat
vyskyt jesté neklasifikovanych SRB. Dale se v 6 mésicnich suspenzich vyskytovali zastupci
OPB41 ze kmene Actinomycetota (Obr. 10).
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Obr. 10: Relativni frekvence vyskytu znamych SRB v nezahrfivanych (26-30 °C) suspenzich BCV
s PGM63alt (A) nebo BCV s BCVPORW (B) pro tii hlavni odbéry — 6, 12 a 24 mésicu (6M, 12M, 24M).
K — sterilni kontrola média nebo BCVPORW bez BCV

Do této skupiny se fadi zatim 2 kultivovatelni zastupci Anaerosoma tenue, redukujici sirné
slouceniny, a Parvivirga hydrogeniphila, pouZivajici molekularni vodik nebo mravenc¢an jako
donor a thiosiran nebo trojmocné Zelezo jako akceptor elektronl. Proto jsme tuto skupinu
zahrnuli do vysledku jako potencialni zastupce SRB. Oba zastupci jsou strikiné anaerobni
(Khomyakova et al., 2022).

Kromé SRB se hojné vyskytoval i Zelezo (Fe**) redukujici r. Thermincola, vyskytujici se hojnéji
pravdépodobné diky zvySené koncentrace molekularniho vodiku, ktery v systému vznika
korozi pfidaného prasku Zeleza, a heterotrofni zastupce c&eledi Comamonadaceae.
V suspenzich s ochuzenym médiem se vyskytovali také heterotrofni, tedy, v anaerobnich
podminkach bez pfitomnosti dusi¢nanu, fermentofi organickych latek napf. Pelotomaculum,
Sedimentibacter, fid€eji Sporomusa, Hydrogenispora, Cryptanaerobacter a Pseudomonas.
Pomér SRB a fermentujicich mikroorganismi byl v nezahfivanych vzorcich s ochuzenym

médiem zhruba 1:1 u 6 a 12 mésicnich suspenzi (Obr. 11).
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Obr. 11: Vyvoj mikrobialniho slozeni v BCV suspenzich a abiotickych kontrolach (bez BCV)
s ochuzenym PGM63alt médiem vzdy v duplikatu (RX265 a RX266) pro kazdy ¢asovy odbér 6 (Zluta),
12 (zelend) a 24 (modra) mésict. Suspenze BCV s bentonitovou pérovou vodou v duplikatu (RX263 a
RX264) slouzily jako kontroly pfirozeného mikrobialniho vyvoje. Kontroly sterilnich roztoku pouZitych
pro pripravu suspenzi byly pfipraveny s drzaky (RX261-BCVPORW a RX262 — PGM63alt) i bez drzakd
kovovych kuponu (RX267 — BCVPORW, RX268 — PGM63alt).
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Nékteré z negativnich kontrol se sterilnimi roztoky, zejména ty, které mély plastovy drzak pro
uchyceni vzorku, prerostly r. Bacillus. U vyhfivanych sterilnich kontrol k tomu nedos$lo, nebot
je tento druh mesofilni a snasi jen pramérné teploty inkubace do 40 °C. Jde ale urdité o
kontaminaci z nedostateCné sterilizovanych drzakd kovovych kuponl. Za skuteéné sterilni
kontroly Ize povaZovat vzorky RA262, RB267, RB268, RC267 a RC268. Extrakéni kontroly
vykazovaly jinou mikrobiologickou distribuci (Obr. 11). Stejné jako u vyhfivanych suspenzi, i

zde byly zastoupeny metanogeny detekované fluorescencni mikroskopii a PCR (Obr. 12).

RC266-24t . RC265-51t RC265-102t

3.0

o

o, ¥,

Obr. 12: Prikaz metanogennich zastupcd ve vzorcich bentonitu po 24, 51 a 102 tydnech inkubace
v modifikovaném (A, B) a kompletnim (C) PGM63 médiu pfi teploté 26 (A) a 55 ° C (B).

Analyza ASV (Obr. 13) vybranych r. Desulfotomaculum a Desulfofarcimen ukézala, Ze
v zahfivanych a nezahfivanych vzorcich bentonitové suspenze se ukazuiji jini zastupci téhoz
rodu. Rozdily jsou patrné i mezi suspenzemi s ochuzenym médiem a BCV pdrovou vodou.

Jiné se vyskytuji jen v urcitém Casovém obdobi, napf. Desulfotomaculum aeronauticum se
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vyskytoval jen v suspenzich s médiem v Sestimési¢nich nevyhfivanych vzorcich. Podobné u
Sestimésic¢nich zahfivanych vzork( detekujeme Desulfotomaculum nigrificans ASV ¢&. 4. ASV
pro nejvice zastoupeny druh Desulfofarcimen intricatum &. 2 a 7 anotuji pravdépodobné stejny
mikroorganismus nové pojmenovany jako Desulfolucanica intricata a byl detekovan vyhradné
ve vyhfivanych vzorcich s médiem po celou dobu trvani laboratorniho pokusu, ale prfekvapivé
i v biofilmech u dvouletych nevyhfivanych vodnych suspenzi. Naopak Desulfotomaculum ASV
€. 2 se vyskytovalo vyhradné u nezahfivanych suspenzi s pérovym roztokem, nikoli v8ak

v biofilmu.
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Obr. 13: Analyza pribuznosti ASV u vybranych zastupcti SRB mezi zahfivanymi a nezahrivanymi
suspenzemi. KK — extrakéni kontroly.

Pro sledovani vlivu Zivin na proliferaci mikroorganismt a MIC kovovych kupénu byl zalozen
experiment s kompletnim médiem (Obr. 14). Sekvenacni analyza suspenzi v ¢ase 1 rok
s vyménou media pravidelné jednou za 3 tydny ukazala vyvoj smiSeného siran a Zelezo-
redukujicich a fermentujicich mikroorganismd. U zahfivanych vzorkG dominovali r.
Desulfotomaculum, D8A-2, DTUO014, Tepidanaerobacter, Thermacetogenium a Thermincola.
Rod Desulfofarcimen vyznamné nedominoval a spiSe doprovazel r. Desulfotomaculum,
vyznamné byl zastoupen v biofilmu u jednoletych vzorkd. Analyza FAPROTAX ukazala
statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni metabolickych cest mezi vzorky s ochuzenym a
kompletnim médiem. U zahfivanych ochuzenych vzork( pfevladala metanogeneze a rGzné

typy siru vyuzivajici respirace, zatimco u zivinami bohatych vzork( previadala fermentace.

U nezahfivanych vzork( zpoc¢atku vice zastoupené acetogenni rody Pelosinus a Sporomusa
doprovazeny r. Desulfosporosinus byly nahrazeny hlavné r. Caldicoprobacter, Lutispora,

OPB41 a Sedimentibater. Pozdé&jSi narlst r. Desulfovibrio byl doprovazen r.
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Cryptanaerobacter, Desulfofarcimen, Desulfallas/Sporotomaculum a SRB2. Metanogeny byly

detekovany mikroskopicky v ¢ase 1 rok pouze u nezahfivanych suspenzi (Obr. 12).
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Obr. 14: Vyvoj mikrobialniho sloZeni v zahfivanych (A) a nezahrfivanych (B) BCV suspenzich
s kompletnim PGM63 médiem vZdy v duplikatu (RD555 a RD556) od 3 tydnt po 1 rok; Zluté — SRB,
Cervena — Thermincola, ostatni barvy — heterotrofni, acetogenni mikroorganismy; Kxx — extrakéni
kontrola ¢., BF — biofilm.

Zastupci vSech tfi metabolickych skupin (SRB, acetogeny, metanogeny) mohou pfispivat ke
korozi oceli, jak bylo popsano dfive v literatufe (Kato, 2016; Mand et al., 2016, 2014; Tang et
al., 2019). Mikrobialné indukovana koroze Fe® zplsobena SRB je zplsobena tim, Ze bud
elektrony nebo molekularni vodik jsou Uu€inkem téchto mikroorganismu preneseny z povrchu

kovu a vyuzity jako elektronovy donor pro redukci sirant. Navic metanogeny produkujici vodik
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nebo acetat mohou takto pfispivat ke korozi, nebot jejich metabolické produkty mohou byt
vyuzity jako donory elektrond pro SRB (Mand et al., 2014). Dokonce samotna existence
acetogent ve vodném prostfedi v nepfitomnosti siranli a v anaerobnich podminkach muze
zpusobit MIC vy$e uvedenym zpUsobem, totiz vyuzitim kovu jako donoru elektronl (Kato,
2016). Laboratorni experimenty s Geobacter sulfurreducens prokazaly pfimy elektronovy
pfenos z kovu na c-typy cytochromu v bakterialni membrané tohoto mikroorganismu, ktery
vytvarel biofilm na kovové katodé (Tang et al., 2019).

Desulfofarcimen acetoxidans je vyrazné versatilni druh, ktery roste bud heterotrofné na
organickych latkach, pfedevsim kyseliné octové (Reakce 1) nebo je alternativné schopny rist
autotrofné (Reakce 2) za vyuziti anorganickych latek z prostfedi (vodik a oxid uhli€ity) (Spring
et al., 2009; Watanabe et al., 2018). Oba zpUsoby vyuzivaji obousmérny enzymaticky aparat
acetyl-koenzym A syntazy/CO dehydrogenazy a pouze v prvnim pfipadé jsou k oxidaci
kyseliny octové vyuZity sirany z prostfedi. Reversibilni metabolicka cesta s vyuzitim acetyl-
koenzym A syntazy je v tomto pfipadé urcité vyhodou. Autotrofné vytvorena kyselina octova
muze byt v pfitomnosti sirand Uplné oxidovana zpét na sirovodik a oxid uhliCity, ktery mize
byt opét v pfitomnosti vodiku (dostatek v atmosfére i z koroze praskového zeleza) vyuzit
k syntéze kyseliny octové. D. acetoxidans také jako jediny z dosud popsanych SRB neni

schopen fermentovat organické latky, vyuziva energeticky bohat$i metabolické reakce.

Reakce 1 CH3COO™ + SO4* + 3H* — 2CO, + H2S + 2H,0

Reakce 2 4H; + H* + 2HCO3™ — CH3COO™ + 4H,0

Zda se, ze Desulfofarcimen intricatum/Desulfolucanica intricata vykazuje tuto metabolickou
versatilitu také. Chemicka analyza supernatantu po stoCeni bentonitové suspenze u
zahfivanych vzork(l prokazala vyznamné fluktuace ve vyuziti sirand a kyseliny mlééné
dotovanych médiem v pravidelnych intervalech (Obr. 15). Pfitomny versatilni r.
Desulfofarcimen/Desulfolucanica se o zivotni prostor déli pouze okrajové, a to predevsim s
acetogennimi rody D8A-2 a DTUO014, které produkuji kyselinu octovou a tim mohou pfispivat
k posunu rovnovahy ve prospéch redukce siranll s vyuzitim organickych latek jako donoru
elektroni (Obr. 15). Snizeni redukce siranu v obdobi 42-51 tydn( odpovida nejsilngjSimu
narGstu Desulfofarcimen/Desulfolucanica a tak se jevi autotrofni zplsob metabolismu
vyhodnéjsi pro rust tohoto mikroorganismu. Zaroven dochazi k potlaeni nartstu acetogenu
(Thermacetogenium a D8A-2). Naopak v 75. tydnu detekujeme vyznamny narUst kys. octové,
coz koresponduje s vyznamnym narustem Thermacetogenium a D8A-2. V tydnech 87 az 96

jsme zaznamenali zvySenou koncentraci propionatu dokladajici spiSe fermentacni prostfedi
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po dvou letech inkubace a zaznamenali jsme zvy$enou abundanci r. Aneurinibacillus,
Tepidibacillus, Thermincola a Desulfotomaculum (Obr. 18). Desulfotomaculum je schopny
dostupné organické latky fermentovat s malym ziskem energie a spiSe nez laktat vyuziva kys.
octovou a pyruvat, takze je vtomto prostfedi zavisly na pfitomnosti heterotrofnich
mikroorganismu. Rod Desulfotomaculum, ktery byl vyznamné stimulovan ve vzorcich v 16. a
19. tydnu, tedy asi 2 mésice bezprostfedné po vyméné média, je opét potlacen ve vzorcich od
6-12 mésicl. Tento kratkodoby skokovy narust ve stresovych podminkach doklada enormni
pfizpusobivost mikroorganismu, ktery muaze vyuzivat vice nez jednu metabolickou cestu
k ziskani energie pro rist a tim je vyznamnym soupefem v bitvé o omezené mnozstvi
substratu v mikrobiologicky bohatém prostfedi jakym je bentonitova suspenze. Rodu
Desulfofarcimen/Desulfolucanica dlouhodobé vice vyhovuji podminky s nedostatkem
organickych latek, nez je tomu u rodu Desulfotomaculum nebo Desulfitibacter (Nielsen et al.,

dokladaji, ze vyskyt pfitomnych mikroorganismi koresponduje s chemickym slozenim

supernatantu.
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Obr. 15: Analyza produkce organickych kyselin a sirant v supernatantech po centrifugaci bentonitovych
suspenzi pfi T = 565 °C.

Chemie supernatantu u nevyhfivanych vzorkl vykazovala podobné fluktuace ve spotfebé
siranu, kdy v rozmezich mezi 30. a 36.,42. a 54. a 81. a 84. tydnu nedochazelo k uplné redukci
sirant (Obr. 16). Organické kyseliny byly naopak plné spotfebovany. Tento jev Ize
pravdépodobné pfiCist nedostatku organickych latek figurujicich jako donory elektrond.
Dotovany mlé¢nan je spotfebovan pomérné rychle, oxidovan oproti redukci siranu a

alternativni zdroj pochazejici od heterotrofnich mikroorganismu jesté nestaci pokryt poptavku
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a dotované sirany tedy nejsou pIné vyuzity. Zarover to mlze souviset i s tvorbou koroznich
produktll a ztratou kontaktu s kovem, ktery pak slouzi jako donor elektronu. V 63., 66. a 75.
tydnu doslo k zvySené produkci propionové kyseliny dokladajicim spiSe fermentacéni prostfedi

jako v prvnich tydnech, kdy pfevazovali vyhradné heterotrofni mikroorganismy (7. a 12. tyden).

6000 kys. propionova
4500 kys. octova
3000 @B kys. mléena

g 1000 @B sirany

E

)

Obr. 16: Analyza produkce organickych kyselin a sirant v supernatantech po centrifugaci bentonitovych
suspenzi pfi T = 26-30 °C.

U r. Desulfofarcimen neni zatim znamé, jestli dokaze také vyuZzivat elektrony pfimo z kovu.
Nicméné z dostupnych informaci v databazi je zfejmé, Ze v genomu D. acetoxidans je na 94
proteinll s 4Fe-4S ferredoxin Fe-S vazebnou doménou a jsou to vétSinou oxidoreduktazy nebo
hydrogenazy. Tyto enzymy jsou asociovany s membranovym systémem buriky (Biegel and
Madller, 2010; Hess et al., 2013; Mosbahi et al., 2018). Napf. Ni-Fe hydrogenaza Desulfovibrio
fructosovorans je zodpovédna za mezidruhovy pfenos molekularniho vodiku nebo c-typ
cytochrom@ napf. proteiny OmcS a OmcZ jsou zodpovédné za pienos elektronl z kovu
(Hatchikian et al., 1990; Tang et al., 2019). Ferredoxiny a s nimi asociované cytochromy c
obecné zprostredkovavaji pfenos elektronl v nejriznéjSich metabolickych reakcich, a tak neni
vylou¢eno, Ze i Desulfofarcimen/Desulfolucanica muze vyuZivat elektrony pfimo z kovu.
Tvorba biofilmu kolem kovovych kupénu a vyznamné zastoupeni
Desulfofarcimen/Desulfolucanica v ném doklada pfimy kontakt téchto bakterii s kovem.
Kvantifikace tohoto mikroorganismu v biofilmu nebyla v ¢ase 102t tak robustni, ale koreluje
s poklesem abundance tohoto rodu ve dvou letech a naristem jinych SRB napf. r.
Desulfotomaculum (viz Obr. 8 a 18). Naopak standardni set primer pro APSA_3, detekujici

jiné kmeny SRB je vyznamné zvySen oproti vzorkim biofilmu, kde dominoval
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Desulfofarcimen/Desulfolucanica, coz dokladaji vysledky testd riznych primerl jak jsou

popsany v pfiloze (a viz Obr. 17).
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Obr. 17: Relativni kvantifikace celkové biomasy (16S) a SRB mérené kolem kovovych kuponi
v BCV/biofilmu (BF) a v suspenzi pfi teploté 26 a 55 °C (T26 a T55) a v rtiznych ¢asech 24, 27, 30 a
102 tydnd. Pro stanoveni byla pouzita metoda qPCR a primery pro amplifikaci V4 oblasti 16S rRNA pro
stanoveni celkové bakterialni biomasy nebo dva rizné sety primer( pro a podjednotku APS reduktazy.
APSA 3 - RH1l-aps-F a RH2-aps-R primery, Dtox_2 - Dtox_ 3577_fwd1036 a Dtox_3577_rev1301
primery.

Mikrobiologické vysledky z obdobi od 1 roku do 2 let byly ovlivnény pfechodnym a Spatné
kontrolovanym narlstem teploty v inkubatoru. Porucha inkubatoru byla zpisobena vadou
termostatu a ventilatoru, k niz doSlo postupné v obou inkubatorech. Podle vysledku
sekvenacni analyzy a zméné mikrobialni aktivity k ni doSlo v rozmezi 66-84 tydnu (viz dale).
Zména teploty nebyla v prvnich tydnech zfejma, nebot detektor teploty ukazoval o€ekavanych
55-58 °C. Az teprve kdyz teplota suspenze vystoupila na skoro 70 °C a byla citelna pfi
pravidelném vzorkovani, vzorky byly okamzité pfesunuty do prostoru rukavového boxu,
vyhfivaného na 45 °C a po opravé obou inkubator( byly opét pfesunuty do regulovanych 55
°C.

Tato porucha se odrazila ve snizeni relativni frekvence vyskytu SRB, doprovazeny sniZzenou
spotifebou siranl a kys. octové a zaroven vyznamném zvysSeni abundance rodu Thermincola
v 70. tydnu. Vypadek inkubatorl a poruseni teplotni stability v zahfivaném systému nam

ukazalo, Ze: 1) Desulfofarcimen/Desulfolucanica pfi teplotnim Soku nad 60 °C regeneruje jen
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pomalu a po 30 tydnech po znovunastoleni podminek zaznamenavame pokles relativni
frekvence v priméru o cca 34,8 % (Obr. 8). 2) Pfitomnost Desulfofarcimen/Desulfolucanica
nahrazuje dfive potlaceny rod Desulfotomaculum, ktery nedostatek organickych latek Spatné
toleruje, a tedy neni v takovém prostiedi konkurenceschopny. Teprve po zniceni potravniho
konkurenta mize Desulfotomaculum regenerovat ze spor a obsadit vzniklou niku. Nicméné
pro svUj plny narust by tento rod potfeboval vice organickych latek, které jsou posléze
doplnény acetogennimi rody D8A-2, DTU014 a Thermacetogenium, jehoz vyznamné relativni
zastoupeni v prvnich nékolika tydnech vymizelo po sedmi tydnech inkubace (Hlavackova et
al., 2021). Teplotni Sok byl dobfe snasen rodem Thermincola, ktery je adaptovan az na teplotu
80 °C. 3) Fakt, Ze ani pravidelna vyména bentonitové suspenze nedokazala doplnit relativni
Cetnost Desulfofarcimen/Desulfolucanica za dobu asi 30 tydnd na puvodni hodnoty Ize
pravdépodobné vysvétlit tim, Ze slozeni mikrobialniho spoleenstva je ur€ovano predevsim

sloZenim biofilmu kolem kovovych kuponu, kde je druhova Cetnost nejvétsi (Obr. 17 a 18).

Sekvenacéni analyza vzorklli vcéasech od 27 do 102 tydni dokazuje, ze
Desulfofarcimen/Desulfolucanica a Desulfotomaculum jsou v tomto prostfedi konkurenty a ze
druhy z mikroorganism( je vazan na pfitomnost heterotrofniho rodu D8A-2 poskytujici mu
potfebné nizkomolekularni organické kyseliny (Obr. 18A). Podobné se tak déje se vzorky pfi
teploté 26-30 °C, kde si konkuruji rody Desulfurispora, dominujici v ¢asech 27-36 tydna, a
Desulfovibrio, ktery pfevlada ve pozdéjSich ¢asech 75-102 tydnu. Druhy z mikroorganism
zfejmé vyuziva metabolické produkty rodd Sedimentibacter v Casech 48-54 tydnu, OPB41 a
Cryptanaerobacter v pozdéjSich €asech 63-102 tydnl (Obr. 18B). Dale je zfejmé, Ze ani
skokové zvySeni teploty na téméf 70 °C nepotlaci narist SRB a Ze méné teplotné odolné druhy

jsou ihned nahrazeny druhy teplotné vice odolnymi.
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Obr. 18: Vyvoj mikrobialniho sloZzeni v BCV suspenzich od 27 do 102 tydn( (27t-102t) pri teploté 55 °C
(A) a 26-30 °C (B). Slozeni izolacnich kontrol (K_dd_mm_rrrr) bylo odliSné od sloZeni studovanych
vzork(. Nékteré z izolacnich kontrol byly vyfazeny z analyzy pro nizkou hloubku (méné nez 100 ASV).

3.1.2.2 Korozni charakterizace

Iniciace bodové koroze je na povrchu vzorkd snadno identifikovatelna. Pfiklad je uveden na
Obr. 19. Povrch je vétSinou pokryt pfevazné uhli¢itanovymi depozity z bentonitu. Metastabilni
dilek bodové koroze je vSak kromé aktivniho anodického mista uprostfed obklopen také
koronou okraje katodické Casti, na které dochazi k alkalizaci a vysrazeni koroznich produktu.
Tab. 4 uvadi souhrn vyskytu bodové koroze na povrchu pro vSechny podminky. Projevy
iniciace bodové koroze byly objeveny pouze na jednom vzorku na teploté 55 °C, a to
v prostfedi s kultivaénim médiem. Prostfedi obsahuje vysoké mnozstvi hydrogensulfidd,
vzniklych bakterialni redukci siranu (viz pfedchozi analyzy). Tyto experiment probihaly pouze
v anaboxu, tedy bez gama zafeni a moznosti zpétné reoxidace hydrogensulfidi
produkovanych SRB na thiosirany. Tato moznost potvrzuje nazor na to, Ze i hydrogensulfidy
mohou zvySovat nachylnost k bodové korozi (Verhoeven 2022), pfestoZe thiosirany jsou

mnohem efektivnéjSi (Newman 1986).
DelSi doby expozice se neprojevily statisticky vysSSim vyskytem metastabilnich dulka.
Vyznamnymi parametry pro iniciaci jsou hlavné teplota a stav povrchu. Iniciaci usnadfuji

zasekané Castice brusiva SiC nebo pfirozené vméstky materialu na povrchu (napf. MnS).
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Obr. 19 Metastabilni dilek na povrchu korozivzdorné oceli po expozici v suspenzi s médiem pri 50 °C

po dobu 6 mésicl (méfitko 2 mm)

Tab. 4 Souhrn vyskytu metastabilnich dilki bodové koroze na povrchu vzork(

26°C sterilni pérovy sterilni médium suspenze s por. sus?epze s
roztok roztokem médiem
6 mésict NE NE NE NE
12 mésich NE NE NE NE
24 mésicl NE NE NE NE
55°C sterilni pérovy sterilni médium suspenze s por. su5|:’)e_nze s
roztok roztokem médiem
6 mésicl NE NE NE ANO
12 mésict NE NE NE NE
24 mésict NE NE NE NE

3.1.3 Expozi€éni experimenty v ozarovné

3.1.3.1 Radiolyza pérového roztoku

PFi radiolyze Cisté vody s kyslikem by peroxid vodiku vznikal mimo spury v objemu soustavy

reakcemi

2HO, - H,0, + 0,

HO, + 07 + H,0 - H,0, + 0, + OHg,

V pfipadé modelového roztoku bentonitové vody, ktery obsahuje uhliitany, chloridy a sirany
dochazi ke konkurenénim reakcim, které maji vliv na radiané chemicky vytéZek peroxidu

vodiku. Napf. uhliCitanovy radikal reaguje s peroxidem vodiku dle nasledujici rovnice
CO3 + H,0, » HCO3 + HO, (Draganic et al. 1987).

Peroxid vodiku miiZe dale zanikat reakci s radikalem Ci5
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Clz + Hy0, - 2HCl + 07 + OHg,(Kelm et al. 2011),
nebo reakci s radikalem SO,
S0; + H,0, —» HSO; + HO, (Wine et al. 1989)

Lze tedy pFedpokladat, Ze koncentrace peroxidu vodiku bude u ozafované syntetické
bentonitové vody niZsi, nez by byla v pfipadé Cisté vody s kyslikem. Tento pfedpoklad by
potvrzovala i prace Eriksen et al. 1989, ktera se zabyvala ozafovanim roztoku granitické vody
(obsahuje stejné anionty jako ozafovany pérovy roztok), kde byl stanoven pokles radiacné

chemického vytézku peroxidu vodiku oproti Cisté vodé.

Vysledek ozafovani porového roztoku za podminek simulujicich stav v elektrochemickych
koroznich celach Ize shrnout nasledovné (Obr. 20): pfi davkovém pfikonu ~1 Gy.h! byly
koncentrace peroxidu vodiku pod mezi stanovitelnosti pouzité metody jak u uzavieného, tak i
otevieného systému. Stanovené hodnoty koncentrace peroxidu vodiku byly na hranici detekce

a roztoky obsahovaly nizké koncentrace peroxidu, které nebylo mozné kvantifikovat.

Koncentrace peroxidu vodiku pfi davkové piikonu ~ 11 Gy.h! prfesahla mez stanovitelnosti
pouze na pocatku ozafovani uzavieného systému a dale byly jiz koncentrace pod mezi
stanovitelnosti. U otevieného systému pak byly vysledky posledniho méfeni ovlivnény i

odparem vyznamného mnozstvi roztoku.

Ackoliv nepfesahly koncentrace peroxidu vodiku v modelovych roztocich za podminek
simulujici podminky v koroznich celach mez stanovitelnosti pouzité metody (kromé& prvnich
dvou dni ozafovani uzavieného systému pfi ~ 11 Gy.h?), Ize konstatovat, Ze hodnoty
koncentrace peroxidu vodiku se v prabéhu elektrochemickych koroznich zkouSek

pravdépodobné pohybovali pod 5 pmol.dm=.
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Obr. 20 Obsah peroxidu pfi radiolyze: 1 Gy.h-1 (vlevo) a 11 Gy.h-1 (vpravo)
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3.1.3.2 3.1.3.2 Experimenty v suspenzi

3.1.3.2.1 Mikrobiologické analyzy

Z predchozich experimentl je zfejmé, Ze zahfivani nebo gama zareni vyznamné ovliviiuji
mikrobialni aktivitu v zavislosti na teploté nebo davce (Cerné et al.,, 2023a; Haynes et al.,
2018). V téchto experimentech byl kombinovan vliv teploty (50 °C) a gama zéareni (1 kGy.h?)
a sledovan vliv téchto dvou podminek na proliferaci a Zivotaschopnost mikroorganismu
pritomnych v nasyceném bentonitu. Vysledky molekularné-genetické analyzy ukazaly
minimalni zastoupeni SRB (do 5 %) ve vodnych suspenzi po zatézi, spiSe se jedna o
heterotrofni fakultativné anaerobni mikroorganismy vyuzivajici organicky substrat napf.
Bacillus nebo Clostridioides a termofilni rody jako Thermotalea a Thermincola (Obr. 21).
V suspenzich pfipravenych z média jsme detekovali zastupce SRB pfedevsim
Desulfohalotomaculum (SM1 a SM2), Desulfotomaculum a Desulfofarcimen (SM2). Pro
ovéfeni regenerace SRB ze spor v ozafenych vzorcich jsme zvolili také kultivacni pfistup a

stanovili nejpravdépodobnéjsi pocet (most probable number, MPN) SRB ve vzorcich.

Thermotalea-
Thermincola

Sporacetigenium;
Sedimentibacter

Ralstonia;
Pseudomonas

Paracoccus,

Lutispora-
Relative abundance

" family _Peptostreptococcaceae . 0.005
c 0.010
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o ® 0100
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]

Desulfohalotomaculum . 0.750
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Clostridium_sensu_stricto_9
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Obr. 21: Sekvenacni analyza ozafovanych suspenzi po 2leté kombinované zatézi, po jednom meésici
regenerace v anaerobni atmosféfe a vysledky stanoveni MPN u vybranych kultur.

Metoda stanoveni MPN (Cochran, 1950) se bézné aplikuje pokud 1. je tfeba stanovit pocet

bakterii v nepfili§ oZivenych vzorcich (<100/g), napf. podzemni vodé nebo ve vzorcich, které
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byly vystaveny zatéZi (napf. zafeni, zména teploty, tlaku apod.), a kde se predpoklada
negativni vliv této zatéze na rist mikroorganismu; 2. se pouziva v pfipadé stanoveni mnozstvi
bakterii v materialu, ktery brani spravnému odectu kolonii z pevnych ptd, napf. plda nebo
sediment (Erkmen, 2022) nebo v pfipadé&, Ze mikroorganismy svou metabolickou aktivitou tvori
pevné latky (Fedorak et al., 1987; Jain, 1995; Tanner, 1989). Ozafované a zaroven zahfivané
vzorky bentonitovych suspenzi tato kritéria splnily. Jako analyticky dukaz existence SRB se
pouziva vizualni ode€et zmény barvy média, ktera se méni ze Zluté transparentni na ¢ernou
v dusledku precipitace nerozpustného sulfidu Zeleznatého jako produktu redukce sirand
pfitomnych v médiu, jehoz pfitomnost brani spolehlivé odecitat nartst standardnim zpisobem

pomoci optické hustoty (Obr. 22).

A

Zh (A ] mAamme, A ||,

Obr. 22: Priklad nartstu a stanoveni MPN u vzorku suspenzi s bentonitovou pérovou vodou, SB1 (A) a
SB2 (B).

Vysledky kultivace ozafovanych suspenzi po dvou letech zatizeni (1 Gy.hod?, 50 °C) ukazuji
vyznamny rozdil narGstu SRB v zavislosti na pouzitém kultivaénim roztoku (Tab. 5). Po dvou

letech expozice doSlo k vyznamnéjSimu naristu SRB v suspenzich pfipravenych s médiem
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(SM), nikoli svodou (SB, jeden pozitivni vysledek), ackoli celkova zivotaschopnost

mikroorganismU byla podobna. U nékterych kultur bylo patrné Sedavé a zluté zabarveni.

Tab. 5: Kvantifikace mikroorganismi v zatéZovanych vzorcich. Vzorky suspenzi pfipravenych
z bentonitové pérové vody (BCVPORW) nebo pomoci média pro stimulaci rastu SRB (PGM63) byly
zatézovany po dobu 2 let. MPN bylo uréeno po 6 tydnech kultivace a je vztazeno na navazku BCV. Pro
stanoveni MPN byl pouzit dostupny kalkulator https://mpncalc.galaxytrakr.org/.

Vzorek | Kultivaéni roztok | MPN celk. | MPN SRB SRB
SB1 por. roztok 320,0 0,0 -
SB2 por. roztok 130,0 2,0 Desulfosporosinus
SM1 médium 230,0 4,5 Desulfohalotomaculum

_ Desulfosporosinus,
SM2 médium 230,0 33,0 _
Desulfofarcimen

Pro vylouceni, resp. potvrzeni vyskytu SRB jsme pouzili metodu PCR (viz Tab. 5) a pro
porovnani jsme pouzili 5 riznych primeru (viz pfiloha), primery detekujici r. Desulfosporosinus
(DSS_1), r. Desulfofarcimen (Dtox_2), r. Desulfotomaculum (Dred_1) a nespecifické SRB
primery pro geny dsrA (DSR_1) a apsA (APSA_4). VSechny kultury byly smiSené, kromé Zluté
zbarvené kultury R1123-SB1_cult3_2 pozitivni na r. Paracoccus. Ackoli genomicka DNA
izolovana z této kultury obsahuje komplementarni sekvence pro primery APSA_4 (Tab. 6, Obr.
22), kultura zjevné necerna, a tak nejde o enzym zprostfedkovavajici redukci sirand. PCR
produkt také neodpovidal pfedpokladané velikosti 390 bp, ale byl kratSi cca 300 bp. VSechny
Cerné kultury obsahujici podle vysledkl sekvenace r. Desulfosporosinus vykazovaly silny
pozitivni band pro marker DSS_1 a slabsi odezvu pro markery Dtox_2, DSR_1 a APSA 4.
Kultury obsahujici podle vysledku sekvenace jiné SRB — r. Desulfohalotomaculum tuto
specifitu nevykazovaly a mély slabsi odezvu v markerech pro Dtox_2, DSR_1 a APSA_4.
Smisena kultura Sedé barvy obsahujici rody Clostridium senso stricto 7 a 9, Sedimentibacter,
Sporacetigenium,  Alkalibaculum a zastupce C&eledi Peptostreptococcaceae vykazovala
specifitu pro vSechny SRB markery kromé Dred_1, ale produkt markeru DSS-1 byl del$i (300
bp) nez oCekavany band pro r. Desulfosporosinus (210 bp). Rod Alkalibaculum je popsan jako
acetogen vyuzivajici oxidu uhelnatého (Allen et al., 2010). Rod Sedimentibacter je anaerobni
bakterie vyuZivajici pro sv(j rGst aminokyseliny (Imachi et al., 2016). Celed
Peptostreptococcaceae patfi do fadu Clostridiales a patfi sem mimo jiné také detekovany r.
Sporacetigenium a jedna se spiSe o fermentory, u nichz pfedpokladame jako kone&ny produkt

metabolismu organické kyseliny (Slobodkin, 2014). Nicméné neni vylouceno, ze néktefi jesSté
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nepopsani nebo nekultivovani zastupci této skupiny mikroorganismi gen podobny ApsA
nevyuzivaji. Napf. Peptostreptococcaceae bacterium ACC19a a jeho disimilacni redukce
siran( popsana v databazi BIOCYC (Caspi et al, 2012). Kultury obsahujici rod
Sporacetigenium (zastupce €. Peptostreptococcaceae) vykazuji pozitivni PCR produkt pro
markery DSS_1 a APSA_4 (viz dale).

Tab. 6: Vysledky PCR analyzy vybranych MPN kolonii pfi pouziti rdznych SRB specifickych primerd.
DSS 1 (DSS_Apra_fwd30/DSS_Apra_rev213) pro detekci r. Desulfosporosinus, Dtox 2
(Dtox_3577_fwd1036/Dtox_3577_rev1301) pro detekci r. Desulfofarcimen, Dred_1 (Dred0637-
fwd1/Dred0637-revl) pro detekci r. Desulfotomaculum, DSR_1 (DSR1F/RH3-dsr-R) a APSA_4 (APS1-
F/APS4-R) pro detekci SRB. EN — extrakéni ¢islo vzorku; - znamena negativni vysledek; + znamena
pozitivni vysledek, poéet znamének udava mnozstvi specifického produktu PCR, silu bandu; ! znamena,
Ze produkt PCR je relevantni, specificky, ale odliSny od o¢ekavaného vysledku (velikost v bp).
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Marker

EN Kultura MPN Barva Vysledek sekvenace

DSS_1 |Dtox_2| Dred_1 | DSR_1 |APSA 4
E990 |R1123-SB1_cult3_2 |Zluta Paracoccus - - - - +4++]
F991 |R1124-5B2 cultl 1 |gerna |B2CilUs: tt + ; + +1

Desulfosporosinus
., |Desulfohalotomaculum
E992 |R1125-SM1_cult2_1 |Cerna . . - + - + +
Lutispora, Thermincola
E993 |R1126-SM1 cults 1 |cerns |Pcsulfohalotomaculum - " - ¥ ¥
Lutispora, Thermincola
Desulfosporosinus
Clostridiums.s. 7a9
E994 |R1127-SM2_cultl_1 |Cernd |Peptostreptococcaceae +++ +++ - + +++
Sedimentibacter
Alkalibaculum
Desulfosporosinus
Clostridiums.s.7a9
E995 |R1128-SM2_cult2_1 |Cernd |Peptostreptococcaceae +++ ++ - + +
Sedimentibacter
Alkalibaculum
Clostridiums.s.7a 9
Peptostreptococcaceae
E996 |R1129-SM2 cult3_1 |Sedd Sedimentibacter +! +++ - + +
Sporacetigenium
Alkalibaculum
Desulfosporosinus
Clostridiums.s. 7a 9
., |Peptostreptococcaceae
E997 |R1130-SM2_cult4_1 |cernd . . +++ +++ - + +
- - Sedimentibacter
Alkalibaculum
HN-HF0106
Desulfosporosinus
Clostridium s.s. 9
E998 |R1131-SM2_cult5_1 |Cernd |Peptostreptococcaceae +++ +++ - - +
Sedimentibacter
Alkalibaculum

3.1.3.2.2 Chemické analyzy

Tab. 7 shrnuje analyzy sirant v pérovém roztoku a v roztoku ze suspenze po jednotlivych
Casovych odbérech. Jak je patrné, obsahy v suspenzi s porovym roztokem jsou proménlivé,
protoZe za zvySené teploty se do roztoku dorozpusti dalSi ionty z bentonitu. V sou¢asnosti jsou
¢inény kroky, ke stanoveni celkové siry v post-expozi¢nich roztocich, aby byl jasny obsah
sirand a siry v nizSich oxidacnich stavech. Obsah sirani v médiu je fadové vy3Si a
metabolizmus SRB je vyrazné vykonnéjsi, takZze vy vysledku jsou téméfr v8echny sirany

zredukovany.
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Tab. 7 Analyzy sirant stanovené metodou iontové chromatografie

sterilni por. roztok 120 221 136
suspenze s por. roztokem - cela 1 76 517 179
suspenze s por. roztokem - cela 2 153 421 251

sterilni médium 2241 3032 1050
suspenze s médiem - cela 1 2.63 10.20 0.09
suspenze s médiem - cela 2 3.44 8.77 0.06

3.1.3.2.3 Korozni charakterizace

Na vzorcich z ozafovny, exponovanych pfi 50 °C, dochazelo opét k iniciaci bodové koroze
pouze u vzorkl v suspenzi s médiem (Tab. 8). Protoze diky radiolyze jiz mohou byt v prostiedi

pritomny kromé hydrogensulfid( i thiosirany, je pravdépodobnost iniciace bodové koroze vyssi

a na povrchu vzorku je jiz hustota napadeni vyssi, a pohybuje se v rozmezi 5 — 10 dilkd na
vzorek (viz Obr. 23).

Obr. 23 Metastabilni dilky na povrchu korozivzdorné oceli po expozici v suspenzi s médiem pfi 50 °C a
1 Gy.h! po dobu 4 mésicti (méritko 2 mm)
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Tab. 8 Souhrn vyskytu metastabilnich dilki bodové koroze na povrchu vzork(

sterilni

porovy |sterilni suspenze s por. roztokem

roztok | médium (duplikaty) suspenze s médiem (duplikaty)
4 mésice NE NE NE NE NE ANO
12 mésich NE NE NE NE ANO ANO
24 mésicl NE NE NE NE NE ANO

3.1.3.3 Experimenty v kompaktovaném bentonitu

3.1.3.3.1 Mikrobiologicke analyzy

Sekvenacni analyza 4 mésicnich vzorkd ukazala vyznamnou abundanci zastupcl Celedi
Peptococcaceae. Tato Celed spada do fadu Clostridia a zahrnuje klostridie redukujici sirany
(Desulfotomaculaceae, Desulfohalotomaculaceae, Desulfallaceae, Desulfofarciminaceae,
Desulfurisporaceae, Desulfitibacteraceae, atd.) nebo Fe(lll) sloueniny (Thermincolaceae),
tedy bézné rody, které v BCV bézné detekujeme. Na stéru z kovového kupdnu z cely 6 byl
velmi abundantni r. Sporacetigenium. Stér z kovu z cely 1 mél malou hloubku (maly poCet ASV

sekvenci) a nebyl zahrnut do analyzy (Obr. 24).

Po jednom roce zatéze byla relativni frekvence vyskytu zastupclt Celedi Peptococcaceae
vcele €. 2 85 a 92 % po rozvodnéni a asi 70 % po jednom mésici inkubace v anaerobni
atmosfére. AvSak vzorky ziskané z otlaku kovu vykazovaly nizsi relativni frekvenci v porovnani
s okolnim bentonitem, avSak s odliSnym mikrobidlnim osidlenim vykazujici spiSe heterotrofni
typy mikroorganismu, napf. r. Parapusilimonas, Pseudoxanthomonas a zastupce celedi
Comamonadaceae. V cele 3 bylo slozeni mikrobialniho spoleCenstva vyrazné rozdilné a
zahrnovalo pfedevSim r. Anaerosolibacter, Bacillus a Lutispora po rozvodnéni i po
jednomeésicni regeneraci. Jeden vzorek z otlaku kovu zahrnoval podobné jako v cele C. 2
heterotrofni rody, Paracoccus, Comamonas, Pseudoxanthomonas a Parapusilimonas (Obr.
24).
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Vysoka relativni ¢etnost ¢eledi Peptococcaceae u 4 a 12 mésic¢nich vzorku je pravdépodobné
disledkem ozafovani. Zareni gamma nebo UV zplsobuje preru$eni fetézce DNA (Huang and
Zhou, 2020). Neuplnost nebo chyby v genetické informaci pak pfi sekvenaci zplsobi zafazeni
zbytk( DNA do vysSich taxonl nez rod. Do ¢eledi Peptococcaceae patfi jak SRB, tak zastupci
heterotrofnich/acetogennich mikroorganismu ze tfidy Clostridia. Je tedy t€Zké odhadnout, jaky
by byl podil SRB vtéto vysoce zastoupené skupiné. Vysoka relativni frekvence ¢&.
Peptococcaceae by odrazela fakt, Ze pfed ozafenim Slo o mikrobialné aktivni vzorek.
Vzhledem k dobé pfipravy sycenych cel je to urcité mozné. Pokud je ale vySe uvedena
hypotéza spravna, zafeni vyznamné ovliviiuje proliferaci a vitalitu zastupcu Celedi
Peptococcaceae. Pravdépodobné jedinym radiaéné rezistentnim SRB z této skupiny je r.
Desulfosporosinus. Zatimco jeho vyskyt ve 4 a 12 mésicich byl spiSe sporadicky (1-3 %), jeho

relativni abundance u dvouletych vzorku pred regeneraci byla cca 5 %.

Vyznamny rozdil v mikrobidlni aktivité jsme pozorovali u kompaktovaného bentonitu po dvou
letech kombinované zatéze. Relativni frekvence bakterialniho spoleCenstva byla nizSi nez u
vzorkU s kratSi dobou zatizeni. V kompaktovanych bentonitech po zatézi se profilovaly SRB i
termofilni mikroorganismy Desulfosporosinus, Thermincola a KD4-96 ale s velmi malou
relativni frekvenci. V jednom z duplikatd cely 5 byl detekovan hojné radiotolerantni rod
Deinococcus (23 %) spolu se zastupci Celedi Comamonadaceae (75 %). Po jednomésicni
regeneraci byly v bentonitu cely 4 detekovany koky r. Paracoccus (24 %) a Geminicoccus (60
%), v bentonitu cely 5 se zvySila abundance r. Deinococcus oproti €. Comamonadaceae (Obr.
24).
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Obr. 24: Sekvenacni analyza kompaktovaného bentonitu po 4, 12 a 24 mésicich kombinované zatéze
(4m, 12m, 24m), a po jednom mésici regenerace (12m+1m a 24m+1m) v anaerobni atmosfére. Celed’
Peptococcaceae byla vyrazena z analyzy z divod( popsanych v textu.

Pro stanoveni nejpravdépodobnéjSiho po¢tu SRB a pro ovéfeni jejich Zivotaschopnosti jsme
z rozvodnéného bentonitu pfipravili inokulum pro SRB specifické médium v nékolikanasobném
fedéni, udava vysledky stanoveni MPN v kompaktovaném bentonitu po jednom roce a dvou
letech zatizeni (1 Gy.h?, 50 °C). Po jednom roce zatizeni, MPN celkové regenerované
biomasy odecitano po 12 tydnech je podobné jako u suspenzi po 6 tydnech kultivace, zatimco
MPN SRB je nizSi nez u suspenzi. U dvouleté expozice jsme po 6, ani po 12 tydnech kultivace
nezaznamenali Zadny narlst SRB. Z vysledkl sekvenace i kultivace vyplyva, Ze SRB po 2
letech zatiZzeni pfi vysoké objemové hmotnosti neregeneruji v saturovaném prostiedi
bentonitové suspenze ani v nutricné bohatém prostfedi média. Vysledky jsou v souladu
s vysledky projektu Bioben, kde mikrobialni aktivita a kultivovatelnost klesa se zvySujici se
objemovou hmotnosti, teplota 50 °C ani zafeni nemaji na mikrobialni aktivitu zasadni vliv
(Cerna et al., 2023b).
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Tab. 9: Kvantifikace mikroorganismu v zatéZovanych vzorcich kompaktovaného bentonitu. MPN je
vztaZzeno na 1 g suché objemové hmotnosti BCV. Pro stanoveni MPN byl pouZit dostupny kalkulator
https://mpncalc.galaxytrakr.org/. n.d. nebyl detekovan

Cas Cas
MPN MPN
Vzorek expozice | kultivace SRB
celk. SRB
(mésice) (tydny)
cela_2 230,0 0,0 Desulfosporosinus
cela_2Kov 490,0 2,0 Desulfosporosinus
cela_3 12 12 230,0 0,0 n.d.
Desulfurispora
cela_3Kov 230,0 2,0 _
Desulfosporosinus
cela 4 1 7.8 0,0 n.d.
cela_4 2 23,0 0,0 n.d.
24 6, 12
cela_ 5 1 280,0 0,0 n.d.
cela_5 2 23,0 0,0 n.d.

Uspésna detekce Zivotaschopnych SRB v kompaktovanych bentonitech po ozafeni a zahfati
byla vyraznéjSi ve vzorcich z otlakll kovl, dokladajici opét akumulaci SRB v okoli kovovych
kupdnu jako v pfipadé suspenzi. Pozitivni ¢erné kultury byly pomoci sekvenace ur€eny jako
smiSené kultury siran redukujiciho r. Desulfosporosinus a acetogenniho r. Lutispora
(cela2Kov_4, cela2Kov_7, cela3Kov_4, cela3Kov_5, cela3Kov_8 a cela3Kov_9) nebo

smiSené kultury Desulfurispora a Sporacetigenium (cela3Kov_3) (Obr. 25).
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Obr. 25: Sekvenacni analyza kultur pripravenych z kompaktovaného bentonitu (cela 2 a 3, 2000 kg.m-
3) zatézovaného po dobu 1 roku.

Synergicky vyskyt dvou metabolicky odliSnych mikroorganismi neni pfekvapivy, zejména
v podminkach ne plné vyhovujicich. V mikrobiologicky bohatém prostfedi, jako je plda, je
nedostatek nutrientd snadno kompenzovan diky pfitomnosti jinych mikroorganismu, které je
mohou poskytovat jako kone&ny metabolicky produkt. Napf. vyskyt r. Desulfosporosinus je
dobfe zdokumentovan pfedevsim v pldach obohacenych organickym uhlikem v riznych
prostfedich (Anderson et al., 2003; Robertson et al., 2000; Sato et al., 2019) a také jako zfejmé
jeden z mala SRB dobfe snasejici stres z ozareni i vysoké teploty (Brown et al., 2015; Haynes
et al., 2018; Hilpmann et al., 2023). Ze sekvenacni analyzy kultur MPN vyplyva, Ze ve vzorcich
z otlakl kovl byly schopné regenerovat funkéni SRB r. Desulfosporosinus nebo
Desulfurispora. V okolnim bentonitu naopak pfeviadaly rody acetogenni napf. Bacillus,
Ruminiclostridium, Lutispora a Sporacetogenium anebo Anaerosolibacter, Fe(lll) redukujici
mikroorganismus (Hong et al., 2015). PCR analyza 4 rdznych markerd koresponduje
s vysledky sekvenace (viz Tab. 10), nicméné u nékterych kultur obsahuijici r. Sporacetigenium
je pozitivni vysledek u markeru Dtox_2, u jinych pozitivni vysledek chybi. Protoze jde o smésné
kultury, je tézké urcit, ktery z pfitomnych mikroorganismu je za tuto vlastnost zodpovédny (viz

Tab. 10). Vyskyt téchto rodd je v souladu s projektem Bioben, u néjz doslo k detekci rodu
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Desulfosporosinus a Sporacetigenium v kompaktovanych bentonitech po 6 a 12 mésicich

z4téZe pii kompaktizaci 1200 kg.m=3 (Cerna et al., 2023b).

Tab. 10: Vysledky PCR analyzy vybranych MPN kolonii pfi pouZiti riznych SRB specifickych primerd.
DSS 1 (DSS_Apra fwd30/DSS_Apra_rev213) pro detekci r. Desulfosporosinus, Dtox 2
(Dtox_3577_fwd1036/Dtox_3577_rev1301) pro detekci r. Desulfofarcimen, Dred 1 (Dred0637-
fwd1/Dred0637-revl) pro detekci r. Desulfotomaculum, DSR_1 (DSR1F/RH3-dsr-R) a APSA_4 (APS1-
F/IAPS4-R) pro detekci SRB. EN — extrakcni Cislo vzorku,; - znamené negativni vysledek; + znamené
pozitivni vysledek, po¢et znamének udava mnozstvi specifického produktu PCR, silu bandu; n.a. nebyl
analyzovéan

EN Kultura MPN Barva Vysledek sekvenace Marker
DSS 1 [Dtox_2| Dred_1 | DSR_1 |APSA 4
S ti i
E744 |R1057-Cell 2_metal_1 |[Cernd polrace genitim - + n.a. - +
- - Bacillus
E920 [R1098-Cell_3_3 Seda Bacillus Ruminiclostridium - - n.a. - +
E667 |R1047-Cell_3_metal_1 |%eda Clostridium s.s. 13 - - n.a. - -
E745 [R1058-Cell_3 1 Seda Sporacetigenium - +++ n.a. ++ +4++

s tigenium  Bacill
E919 |R1097-Cell 3.2 teds poracetigenium - Bactiius) - n.a. ) +
- - Ruminniclostridium

. Anaerosolibacter Bacillus
E920 |R1098-Cell 3 3 Seda o o - - n.a. - +
- Ruminniclostridium

A libacter Bacill
E921 |R1099-Cell_3_4 Seda naerosolibacter Baciiius - - n.a. ; ;
- Ruminniclostridium

A libacter Bacill
E922 |R1100-Cell 3.5 teds naerosofibacter Baciilus - - n.a. . +
- - Ruminniclostridium

Pelosi Clostridi
E926 [R1104-Cell_3_metal_2 ([Seda Siols;nus ostridium - ++ n.a. - ++

Desulfurispora
E927 |R1105-Cell_3_metal_3 |Cernd Sporacetigenium ++ +++ n.a. +++ +++
Clostridium s.s. 13
Bacillus, KD4-96,

E928 |R1106-Cell 3 metal 5 |Zluta . - - n.a. - -
- - Desulfosporosinus?

3.1.3.3.2 Korozni charakterizace

Tab. 11 uvadi jednoduchy souhrn vyskytu bodové koroze na povrchu vzorkd po expozici
v ozafovné pii 1 Gy.h™ a 50°C v bentonitu kompaktovaném na suchou hmotnost 2000 kg.m™=.
Takto vysoka kompaktizace jiz vede evidentné k potlaCeni mikrobialni aktivity a produkce
agresivnich aniontd. Na povrchu vzorkli nebyla pozorovana zadna stopa po iniciaci bodové

koroze.
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Tab. 11 Souhrn vyskytu metastabilnich dilkt bodové koroze na povrchu vzork( po expozici v ozafovné
(1 Gy.h'1) v kompaktovaném bentonitu

4 mésice NE
12 mésica NE
24 mésicu NE

3.1.4 Experimentalni ovéreni kritickych podminek pro vznik bodové

koroze

3.1.4.1 Experimenty s thiosiranem

Expoziéni 4 mésicni experimenty v suspenzich s umeéle pfidanou riznou koncentraci
thiosiranl jsou sumarizovany v Tab. 12. Iniciace napadeni se projevila jiz od koncentraci 1
mmol.dm thiosiranu a od teploty 30 °C. K iniciaci dochazi spiSe za vy$Sich koncentraci a
teplot, nicméné trend neni nijak objektivni. Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi kapitole,
koncentrace a teplota jsou podpurné faktory, ale nejvyznamnéjSim faktorem je konkrétni stav

povrchu, ktery mize a nemusi obsahovat slaba mista pro iniciaci bodového napadeni.

Tab. 12 Souhrn vyskytu metastabilnich dilkd bodové koroze na povrchu vzorki po 4 mésicni expozici

Koncentrace S;0:* [mmol/I]|0.1|0.25|0.5 1| 1.4 3| 10|30
TLAB NE |[NE |NE |[NE |NE |NE |NE |NE
30 °C NE [NE |NE |[NE |NE |ANO|NE |NE
40 °C NE |NE |NE |[NE |[NE |ANO |ANO |NE
50 °C NE | NE |NE |ANO |[ANO|NE |ANO |NE

Bylo potfeba stanovit kinetiku ristu dulku, jestli se jedna o stabilni rust, nebo jen o metastabilni
stav, u kterého dojde po urcité dobé k repasivaci povrchu. Pfedchozi 4 mésicni experimenty
(cca 16 tydnd) byly doplnény pro koncentraci thiosirana 1,4 (rovhovazna dle Tab. 1) a teplotu

50 °C. Casy odbéru cel se vzorky byly 1, 2, 4, a 8 tydn(i. Obr. 26 a 27 ukazuji situaci na
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povrchu. Pranik napadeni do hloubky materidlu je na profilometru nezaznamenatelny,
rozpou$téni je i na aktivnim misté extrémné pomalé. Plvodni drsnost povrchu je stale
vyznamnéjSi po celou dobu expozice az do 4 mésicu. Predstavu o kinetice napadeni si Ize
udélat pouze z pfirastku koroznich produktl v okoli aktivniho mista. Vys$ka koroznich produkt
na okraji aktivni zony (na Obr. 27 zvyraznéna Sipkami) se po 4 mésicich zastavuje a neroste
dal. Metastabilni dulky jsou po priblizné této dobé repasivovany. Aktivhi mista byla
analyzovana pomoci EMS/EDS. Pfiklad prvkové mapy je uveden na Obr. 28. Korozni produkty

v okoli jsou tvofeny slou¢eninami siry.

Obr. 27 Profil povrchu vzorku exponovaného po dobu 4 tydni
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Obr. 28 Vysledky SEM/EDS analyzy vzorku exponovaného po dobu 4 tydnu: zobrazeni v sekundarnich
elektronech (vlevo) a rozloZeni siry na povrchu (vpravo)

3.1.4.2 Experimenty se smési hydrogensulfid/peroxid

Experimenty byly zopakovany i pro situaci s extrémnim obsahem produktl radiolyzy. V roztoku
pro smés suspenze byly sirany nahrazeny hydrogensulfidy (produkt metabolismu SRB) a
zvy$ena koncentrace peroxidu 2,5 mmol.dm3. Tato koncetrace byla pouzita na zakladé
Svédské prace (Bjorkbacka 2013) a odpovida extrémnim davkovym pfikoniim na drovni 1
kGy.h. Vysledky 4 mésicnich expozic jsou sumarizovany v Tab. 13. V tomto extrémnim
prostfedi se naplno projevila moznost propagace bodové koroze. Jak je patrné z Obr. 29 a 30,
v tomto pfipadé doslo k velmi rychlé penetraci do hloubky materialu, pfiblizné 33,6 um za 4
meésice. Morfologie napadeni ma velmi Siroké usti v poméru k hloubce napadeni. tato
morfologie odpovida mechanismu popsanému némeckym tymem (Munoz 2018). Tvorba
okludovaného roztoku je dana predevSim hydrolyzou roztoku rozpusténych Cr3* kationtu.
Zatimco v predchozich prostfedich s nizkou oxidacni schopnosti je potencialovy rozdil
aktivniho mista a okolniho pasivniho povrchu zanedbatelny, v tomto prostfedi se zvySenou
koncentraci peroxidu se muze uplatnit vétSi potencialovy rozdil a migrace (pohyb iontd
v elektrické poli), ktera podporuje transport agresivnich aniontd ke kladné nabité anodé
(aktivni misto), jejich zakoncentrovani a nasledné zrychlené rozpousténi. Zatimco
v pfedchozich experimentech byly metastabilni dulky vzdy zrepasivovany, tento pfipad jsou
jediné podminky, za kterych skute¢né mlze dojit k bodové korozi. Koncentrace thiosiranu

odpovida pfirozené koncentraci siranu v pérovém roztoku bentonitu, tento parametr je tedy
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jen obtizné ovlivnitelny. Data pro radiolyzu v prostfedi po selhani vnéjSiho obalu nejsou
doposud k dispozici, nelze tedy na nich stavét doporuceni. Jedinym jasnym parametrem je
teplota. Pri teploté 50 °C k napadeni bodovou korozi dojit muze, pfi teploté 40 °C k napadeni
urcité dojit nemuze. Z tohoto divodu by méla byt jako zavazna podminka pro Zivotnost
vnéjSiho plasté stanovena nutnost dosazeni poklesu teplota na uroven 40 °C. Potom jiZz bude
vnitfni pouzdro z korozivzdorné oceli bezpené korodovat ve stabilnim pasivnim stavu a zajisti

dostatednou zivotnost UOS.

Tab. 13 Souhrn vyskytu stabilnich ddlka bodové koroze na povrchu vzorki po 4 mésicni expozici

Koncentrace HS [mmol/1] |0.1/0.25/0.5| 1| 1.4

Tias NE |[NE |NE | NE|NE
30°C NE [NE |NE |NE|NE
40 °C NE [NE |NE |NE|NE

50 °C NE |NE | NE NEJ

Obr. 29 Stabilni dilek na povrchu korozivzdorné oceli po expozici v suspenzi s pérovym roztokem
s hydrogensulfidem a peroxidem pfi 50 °C po dobu 4 mésict (méfitko 2 mm)
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Obr. 30 Profil povrchu s ddlkem

3.2 Rovnomeérna koroze a zivotnost vnitiniho pouzdra

Tato kapitola navazuje na pfedchozi a zabyva se jiz pomalym rozpousténim materialu,
konkrétné pasivni vrstvy, nezbytnou informaci pro stanoveni Zivotnosti vnitiniho pouzdra.
Vyvoj vlastnosti pasivni vrstvy je jednim z ukazatel( stabilizace jejiho slozeni a stanovuje vliv

jednotlivych parametrt na kinetiku rozpousténi.

3.2.1 Charakterizace pasivni vrstvy

3.2.1.1 Polovodivé vilastnosti

Polovodivé chovani pasivni vrstvy popisuji tzv. Mott-Schottkyho kfivky. Ukézka takového

mérfeni je uvedeno na Obr. 31. Jedna se o zavislost reciproké hodnoty kvadratu kapacity
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pasivni vrstvy. Pfevracena hodnota smérnice je nepfimo umérna koncentraci nosi¢u naboje —
katodicka vétev akceptorl, anodicka vétev donorl. Zména smérnice pfi vétSich Urovnich
polarizace jiz odpovida oxidaéné-redukénim zménam v pasivni vrstvé zplsobenych samotnou
polarizaci. Ze smérnice neni mozné pfimo dopocitat pfesné koncentrace nosi¢u naboje,

protoze pasivni vrstva je smésny oxid Cr a Fe, ma vice oxidacnich stavll a neni krystalicka.
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Obr. 31 Priklad Mott-Schottky kfivky pro vzorek v pérovém roztoku pri 25°C

Vysledky méfeni jsou uvedeny na Obr. 32. Kromé povrchu bez ozafovani a s gama zarenim,
byl studovan i vliv jednotlivych faktorl gama zafeni oddélené. V prvni varianté byl do
syntetického poérového roztoku pridavan peroxid na uUrovni 2,5 mmol.dm=, ktery simuluje
pfitomnost silné oxidacnich produktl radiolyzy. V druhé varianté byl povrch ozafovan UV
zarenim (maximum na vinové délce 340 nm), které nema dostatecnou energii pro radiolyzu,

ale odpovidajici energie 3,4 eV dostacuje k excitaci nosi¢u naboje.

Z Vysledku je patrné, Ze jak zvysSeni teploty, tak gama zareni, véetné obou jeho komponent
vede ke zvySeni koncentrace nosicl naboje (snizeni hodnoty smérnice). Pro koncentraci
akceptorl je vyznamna zejména oxidacni schopnost prostredi. Pfidavek extrémni koncentrace
peroxidu vede ke snizeni smérnice témérf k nule (pasivni vrstva jiz vykazuje vysokou vodivost).
ZvySeni koncentrace akceptorl je dano zejména vakancemi v kationtové Casti oxidické
podmfizky. Pravdépodobné se jedna o oxidaci Cr(lll) na Cr(VI) v mfiZzce pasivni vrstvy a
okamzité rozpusténi Sestimocnych specii chromu, které vede ke zvySeni kationtovych vakanci.

Naopak koncentrace donoru je spojena zejména s pfitomnosti kationtu Fe?*. Pro jeho aktivaci
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je klicova excitace elektronu, pro kterou je vyznamné elektromagnetické zafeni. Naopak

pfitomnost peroxidu vede k oxidaci Fe?* a snizeni koncentrace donoru.
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Obr. 32 Souhrn vysledkd méfeni smérnic Mott-Schottkyho kfivek: akceptory (vlevo) a donory (vpravo)

3.2.1.2 Slozeni pasivni vrstvy

Vysledky XPS analyz jsou uvedeny na Obr. 33 pro Cr, a na Obr. 34 pro Fe. Analyzy sloZeni
pasivni vrstvy potvrzuji pfedchozi vysledky. Ve spektrech Cr je patrny pouze pik Cr(lll). Ani po
elektrochemické polarizaci &i expozici v prostfedi s peroxidem neni znat viditelny pik Cr(VI).
Tyto specie se ihned po oxidaci z pasivni vrstvy rozpusti. U spekter Fe je naopak patrny narust
obsahu pikd na vy8Sich vazebnych energiich, coz odpovida vys§§im oxidacnim stavim Fe po

polarizaci i v prostfedi s peroxidem.
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3.2.2 Potenciostaticka méreni

3.2.2.1 Experimenty v laboratofi

V této fazi projektu byla studovana kinetika ustalovani pasivni vrstvy. Byly sledovany

parametry jako teplota (25 a 50 °C), doba polarizace (22 h a 1 tyden) a prostiedi (porovy roztok
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a suspenze). Zaznam potenciostatické kfivky ma hyperbolickou zavislost (Burstein 2009)
proudové hustoty na Case (pasivni vrstva se na pocatku rozpousti rychleji, nez se ustali
koncentrace obou prvkl na rovnovazném obsahu, a pasivni vrstva se uz pak dale rozpousti
konstantné). Pro hodnoceni kinetiky ustaleni se vyuziva bilogaritmickych soufadnic (viz Obr.
34). Souhrn smérnic je uveden na Obr. 35. Ukazuje se, Ze stejné jako pro iniciaci bodové
koroze, i pro kinetiku ustalovani je uréujicim faktorem konkrétni stav povrchu. Ostatni
studované parametry se ukazaly jako marginalni. tato informace je ovdem velmi dllezita,
protoze ukazuje prenositelnost vysledkl z experimentl provedenych za nizSich teplot
(potenciostatické experimenty v ozafovné) na vysSi teploty a v pérovém roztoku (samovolné

rozpousténi s naslednou analyzou kationtd) na bentonit.
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Obr. 34 Zaznam potenciostatického méreni Obr. 35 Souhrn méreni smérnic
Vv bilogaritmickych  souradnicich pro vzorek potenciostatickych kfivek pro riazné podminky:
exponovany suspenzi s pérovym roztokem pii 26 méreni 22h (modré), 1 tyden (Sedé); poérovy
°C roztok (trojuhelnik), suspenze (kruh)

3.2.2.2 Experimenty v ozafovné

PFfim experimentech v ozafovné byla otazka o stabilité potencialu referen¢ni elektrody TiOX
(ktera jinak v laboratornich podminkach vykazuje vysokou stabilitu) za gama zéareni. Obr. 36

prokazuje stabilitu potencialu referenéni elektrody i za ozafovani davkovym pfikonem 8 Gy.h-
1
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Obr. 36 Dlouhodoby zéaznam potencialu TiOX referenéni elektrody v ozarovné

Nasledujici Obr. 37 shrnuje potenciostatické kfivky zaznamenané v anaerobnim prostredi
v ozarovné pfi davkovém prikonu 1 Gy.h. pokles proudové hustoty v ¢ase je znacny, proto
v pérovém roztoku se ustalily na podobné hodnoté proudové hustoty, nezavisle na procedure
odvzdusnovani (argon nebo dusik). Experimenty v bentonitové suspenzi tak byly jiz
odvzdusnovany pouze dusikem. V suspenzi, ve které vlivem proudiciho plynu dochazi
k posunu ¢astic bentonitu, které mechanicky ovliviiuji povrch, jiz dochazi k ustaleni za riznych
hodnot proudové hustoty. | konzervativni modra kfivka vSak dava hodnotu ustalené korozni
rychlosti vnitiniho pouzdra na Grovni 2,23 x 102 nm.at. Jedna se o rozmér mensi nez atomovy
v pribéhu jednoho roku, coz znamena, Ze se v ustaleném stavu pouze rozpusti ro¢né nékolik
atomu lateralné z povrchu, a nelze to vztahnout vibec ani na jednu monoatomarni vrstvu.
Kdyz pfepolteme z kfivky prosly naboj do ustaleni pasivni vrstvy, dostaneme rozpusténou
tloustku materialu na urovni 0,93 nm, coz je hodnota odpovidajici rozméru pasivni vrstvy, jejiz
tloudtka se pohybuje v Fadu nizkych jednotek nm. Na ustaleni slozeni pasivni vrstvy tak

nerozpustime ani jednu jeji celou tloustku.
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Obr. 37 Zaznam potenciostatického méreni v ozarfovné: kompletni zaznam (nahore)/detail v ustadleném
stavu na konci méreni (dole); pérovy roztok (vlevo)/suspenze (vpravo)

porovy roztok odvzdudriovan argonem (modra a oranZzova krivka) nebo dusikem (Zluta a Seda krivka);
suspenze odvzdusriovana pouze dusikem

Byl proveden i experiment se suspenzi, kdy v zamésovém pérovém roztoku byly nahrazeny
sirany za thiosirany, jestli bude néjaky patrny vliv na rychlost rozpousténi. Synergicky efekt
thiosirani a silné anodické polarizace jiz vedl ke tvorbé Stérbiny na rozhrani
suspenze/anaerobni atmosféra. Stérbiny jsou vyznadeny na Obr. 38 Sipkami. U jednoho
vzorku doslo ke ztraté elektrického kontaktu a na tomto vzorku ke vzniku Stérbinové koroze
nedochazelo. Podobné jako u pfedchozich experimentd nedochazelo ke vzniku Stérbiny za

stejné silné anodické polarizace, ale bez pfitomnosti thiosiran(.
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Obr. 38 Zdznam potenciostatického méreni v suspenzi s thiosiranem (pro tyto podminky nevhodné
experimentalni uspofadani vedlo ke tvorbé Sterbinového napadeni)

3.2.3 Samovolné rozpousténi pasivni vrstvy

V pfedchozich elektrochemickych experimentech bylo zamérem dosazeni ustaleného stavu
rozpousténi pasivni vrstvy v realném Case. Prabéh ustalovani byl tak vyrazné urychlovan
znacnou elektrochemickou polarizaci povrchu. Tato ¢ast prace byla tedy zamérena na kinetiku
vyvoje pasivni vrstvy za normalnich podminek v pfirozeném stavu. Tyto experimenty byly
omezeny pouze na synteticky pérovy roztok, nicméné predchozi experimenty potvrdily

pFenositelnost téchto vysledkd do systému s bentonitem.

3.2.3.1 Vliv parametrd na rozpousténi pasivni vrstvy

Nejprve byl testovan vliv jednotlivych parametrt na rozpousténi pasivni vrstvy v kratkodobych
experimentech. V prvni verzi testu byly ovéfovany stejné parametry jako u polovodivych
vlastnosti: gama zareni (1 Gy.h), i jeho jednotlivé slozky oxidac¢ni produkty radiolyzy (H>O2)
polovodivych vlastnosti. Na rozpousténi Cr z pasivni vrstvy ma vyznamny vliv hlavné
pfitomnost oxidativnich produktd radiolyzy (vysledky H.O. a gama), zatimco vliv
elektromagnetického zafeni je nepatrné nizSi (UV). Na rozpousténi Fe ma vyrazné vyssi vliv
excitace elektromagnetickym zafenim (vysledky UV a gama), v porovnani s oxidacni

schopnosti prostredi (H20,).
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Obr. 39 Vysledky analyz pérového roztoku na obsah rozpusténych iontt kovu po 1 mésicéni expozici za

riznych podminek: Cr (vlevo) a Fe (vpravo)

Dale byl ovéfovan vliv pfitomnosti thiosirand na rozpousténi pasivni vrstvy. Z Obr. 40 je
patrné, Zze uz oproti pfedchozimu experimentu se vliv gama zafeni sniZuje. Pfedchozi
experiment byl 1 mésicni, zatimco tento byl 4 mésicni. Vliv jednotlivych parametru je tedy
nejvyssi na zacatku rozpousténi, kdy je pasivni vrstva jesté daleko od rovnovazného stavu.
Pfitomnost thiosirant ma na rozpousténi pasivni vrstvy spiSe zpomalujici efekt, jak pro Cr, tak
pro Fe. Ve chvili, kdy na povrchu nejsou metastabilni dulky, je adsorbce thiosirant na povrchu
pozitivnim déjem a brzdi rozpousténi kationtl. Pfi simultdnnim zapojeni gama zareni

pFitomnost thiosirand plUsobi stale zpomalujicim efektem na Cr, ale pro Fe se jiz projevi
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100
90 r
80
70
60
50
40
30
20
10

2.1x

1.2 x

Cr concentration (ug.dm-3)

0.2 x

BCV +gamma +thio +thio+gamma

Obr. 40 Vysledky analyz pérového roztoku na obsah rozpusténych ionti kovu po 4 mésiéni expozici za

riznych podminek: Cr (vlevo) a Fe (vpravo)
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3.2.3.2 Dlouhodobé experimenty

Paralelné probihaly dvé sady dlouhodobych expozic, bez a s gama zarenim (1 Gy.h?).
Kinetika rozpousténi ma parabolicky prabéh (Obr. 41). Rozpousténi v Case zpomaluje, jak se
porovy roztok postupné syti kationty, a ztraci se tak hnaci sila pro rozpousténi. Fe se z pasivni
vrstvy rozpousti pfiblizZné o 2 fady vice nez Cr. Ozafovany povrch se rozpousti nasobné rychleji
pro oba kationty.
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Obr. 41 Dlouhodoby vyvoj koncentrace rozpusténych kationtd v roztoku: Cr (vlevo) a Fe (vpravo); bez
ozarovani (modré) s ozarovanim 1 Gy.h! (oranZové)

Pokud prepocéteme rozpusténé kationty na ubytek tloustky materialu, dostavame v Case tyto
primérné korozni rychlosti (Obr. 42). Jak je vSak patrné z pfedchozich zaznamu na Obr. 41,
rozpousténi jesSté neni zdaleka v ustaleném stavu a korozni rychlost bude dale klesat. Pfesto
v8ak, pokud bychom pfistoupili k hodnoceni zivotnosti kontejneru extrémné konzervativné, a
vzali jako smérodatnou posledni naméfenou hodnotu korozni rychlosti 2 nm.a?, i tak bychom
dostali pro planovany korozni pfidavek na tloustce stény vnitfniho pouzdra 5 mm Zivotnost 2,5
x 106 let.
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Obr. 42 Pramérné hodnoty korozni rychlosti za celé doby expozice pro rizné ¢asy odbéru

Nicméné ziskana experimentalni data nam dovoluji udélat jednoduchou numerickou simulaci
vyvoje kinetiky rozpousténi v Case. Za prfedpokladu zanedbani gradientu koncentrace kationtu
v roztoku (mame obrovsky pomér povrchu ku objemu roztoku, a jen velmi tenkou vrstvu
roztoku nad povrchem), plati nasledujici vztah (Rov. 1). Pro ¢asovy krok byla pouzita
logaritmicka Skala (100 krokGl na dekadu). Pro spravny tvar regresni kfivky hledame 2

konstanty: poCatecni rychlost rozpousténi (jo) a rovnovaznou koncentraci (Ceq).

C - C'_1
<! l X (ti — ti—l) XS
eq Rov. 1

|4

(c-koncentrace (mol.dm™®); jo-pocatecni rychlost rozpousténi (mol.m?.s™); t-éas (s); S-plocha

Jo X

Ci =

povrchu (m?); V-objem (dm?3))

Nejpfesnégjsi fit dat pro Cr a Fe je zobrazen na Obr. 43. Konstanty pro oba prvky jsou uvedeny
v Tab. 14. Pocatecni rychlost rozpousténi je pfiblizné o 2 fady niz8i nez difuzni toky obou prvki
ve vodném prostfedi za podobnych podminek, coz zpétné ospravedlfiuje zanedbani
koncentraniho gradientu v daném experimentalnim uspofadani. Rovnovazné koncentrace
jsou relativné vysoké pfi porovnani rozpustnosti pfibuznych mineralt ve zfedénych vodnych
roztocich (Dickinson 2012). V uvedené praci se pohybuji rovnovazné koncentrace na urovni 1
x 10°° mol.dm™ pro Cr a 3 x 10 mol.dm= pro Fe. Faktoru vysvétlujicich tento rozdil je nékolik.

Za prveé, pasivni vrstva je amorfni a jeji konstanty rozpustnosti neodpovidaji krystalickym
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latkam. Druhy faktor je vyznamnéjSi a tyka se realného pribéhu experimentu. Kovy nejsou
v roztoku rozpustény jen v iontové formé, ale i jako koloidy. Po vyndani experimentu do
aerobnich podminek je potfeba ionty zastabilizovat proti vysrazeni pfidavkem koncentrované
kyseliny dusic¢né (0,1 ml na 5 ml roztoku). Timto krokem jsou rozpustény i koloidni Castice.

Stanovena rovnovazna koncentrace tak obsahuje ionty obsaZzené v roztoku v obou formach.
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Obr. 43 Porovnani dat s numerickou simulaci pro Cr (vlevo) a Fe (vpravo)

Tab. 14 Vysledek fitu dat numerickou simulaci

Prvek | jo (mol.m?2.s™) | ceq (Mol.dm™)

Cr 3.3x107% 4.0x10°

Fe 22x10% 3.0x10*

Zjisténa data budou pouzita jako vstupni pro modely v sou€asnosti vyvijené v ramci projektu
»Vyzkumna podpora pro bezpeénostni hodnoceni technického feSeni hlubinného ulozisté —
hodnoceni bariér* (SURAO S02021-053). Pro hrubou pfedstavu o vyvoji kinetiky rozpousténi
vnitfniho pouzdra byla pfedchozi jednoducha numericka simulace pfepracovana pro geometrii
UOS (viz Obr. 44) se 700 mm silnou vrstvou bentonitu. Vybobtnani bentonitu po selhani
vnéjSiho obalu do vnitfniho prostoru a adsorbce kationtd v bentonitu byly zanedbany.
V sofistikovaném modelu zminéném vySe budou zohlednény, jejich vliv by vdak nemél mit
fadovy efekt na vysledek tohoto zjednoduSeného vypocltu. Vyvoj pasivni vrstvy se ustaluje
pfiblizné po 1000 letech od selhani vnéjsiho obalu (simulace pfestava konvergovat), viz Obr.

45, Nasledné byla uplatnéna ustalena korozni rychlost stanovena pomoci potenciostatického
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méfeni 2,23 x 102 nm.al. Z materidlu by se mélo rozpustit pouze 23,3 um po minimalni

pozadované Zivotnosti 10° let.

Obr. 44 Viykres UOS pro vyhorelé palivo VVER-1000
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Obr. 45 Simulace predikce ubytku tloustky stény vnitfniho pouzdra UOS
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4 Zaver

Vysledky analyz mikrobialniho sloZeni v Case dokazuji zaprvé dlouhodoby a udrzitelny vyskyt
SRB v extrémnich podminkach pfi zachovani dostate¢ného mnoZstvi Zivin. Druhova bohatost
mikrobu v bentonitu, jejich vzajemny synergicky vztah a konec¢né i jejich schopnost regenerace
je zarukou mikrobialni aktivity v riznych podminkach a pfi rizné zatézi. Zadruhé pfimy kontakt
a nejvétsi abundance SRB na rozhrani suspenze s kovem doklada preferenci tvorby
mikrobialniho biofilmu t&chto bakterii a pfimé riziko mikrobialné indukované koroze zplsobené
pfenosem elektronl mezi kovem a membranovymi elektronovymi pfenasSeci bakterii
vyuzivanych v jejich energetickém metabolismu.

VySe zminéna mikrobialni aktivita a pfitomnost specii s obsahem siry v oxidacnim stavu -2 v
prostfedi zvySuje nachylnost k napadeni bodovou korozi. Koncentrace téchto specii je spise
méné vyznamny parametr, staCi obecné jejich pfitomnost, aby mohly precipitovat v okoli
aktivniho mista a znesnadnovat jeho repasivaci. Ke skuteéné propagujici bodové korozi mize
dochazet pouze za teplot od 50 °C a v pfitomnosti vysoké koncentrace oxidativnich produkt(
radiolyzy. Nejjednodussim feSeni pro zivotnost vnéjSiho obalu je svazat ji s poklesem teploty
pod 40 °C, coz znamena v soucasné urovni poznani cca 2600 let (Kotnour 2016).

Ve stabilnim stavu je rozpousténi (koroze) vnitiniho pouzdra velmi pomalé. Experimentalné
byl ovéfen zanedbatelny vliv teploty a pfitomnosti bentonitovych ¢astic. Vyznamnym
parametrem je gama zareni, které urychluje rozpousténi Cr i Fe z pasivni vrstvy. Byl stanoven
pfiblizny vyvoj kinetiky rozpousténi vnitfniho pouzdra. Za pozadovanou dobu Zivotnosti Ize
oéekavat rozpusténi pouze nékolika desitek mikrometrt vnitfniho pouzdra.
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