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Seznam pouzitych zkratek:

ACK acetat-kinaza

ACS acetyl-CoA syntaza

AFACS ADP (AMP)-forming acetyl-CoA syntaza

ANME anaerobni metanotrof

APS adenosine 5'-phosphosulfate

ASR alkalicko-kfemicita reakce (alkali-silica reaction)

ATP adenosin trifosfat (adenosine triphosphate)

CARD-FISH catalyzed reporter deposition fluorescence in-situ hybridization

CMIC nepfima, chemicka MIC (chemical microbially influenced corrosion)

ddPCR droplet digital PCR

DNA kyselina deoxyribonukleova (deoxyribonucleic acid)

DNRA disimilacni redukce dusi¢nant na amoniak

DSR disimilacni sulfitova reduktaza

EET extracelularni elektronovy transfer (extracellular electron transfer)

EMIC pfima, elektricka, MIC (electrical microbially influenced corrosion)

EMP Earth Microbiome Project

EPS extracelularni polymerni latky (extracellular polymer substances)

Fd ferredoxin

FISH fluorescenéni in-situ hybridizace

GAPOR glyceraldehyde-3-fosfat-ferredoxin oxidoreduktaza

HU RAO hlubinné ulozisté radioaktivhiho odpadu

Hzs hydrazinova syntaza

I0B bakterie oxidujici Zzelezo (iron-oxidizing bacteria)

IRB bakterie redukujici zelezo (iron-reducing bacteria)

MIC mikrobialné ovlivnéna koroze (microbiologically-influenced corrosion)

MPN kultivatni metoda vyuzivana ke kvantifikaci metabolickych skupin
mikroorganism( (most probable number)

MnRB mangan redukujici bakterie

NAD+/NADH nikotinamidadenindinukleotid oxidovana/redukovana forma

Nap dusi€nanova reduktaza

Nar dusi¢nanova reduktaza

NGS sekvenovani nové generace (next generation sequencing)

NirS, Nirk dusitanova reduktaza

Nod NO dismutaza

Nor NO reduktaza

NosZ N20 reduktaza

NRB dusi¢nan redukujici bakterie (nitrate-reducing bacteria)

Nrf dusitanova reduktaza

PCR polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

PLFA fosfolipidova mastna kyselina (phospholipid fatty acid)

PMA propidium monoazid

POR pyruvat:ferredoxin oxidoreduktaza

PTA fosfotransacetylaza

gPCR kvantitativni PCR (quantitative PCR)

RNA kyselina ribonukleova (ribonucleic acid)

SIP znaceni pomoci stabilnich izotopu (stable isotope probing)
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SOB siru oxidujici bakterie (sulphur oxidizing bacteria)

SPB sulfan produkujici bakterie (sulfane producing bacteria)
SRB sirany redukujici bakterie (sulfate-reducing bacteria)
TAE terminalni akceptor elektron( (terminal electron acceptor)
TOC celkovy organicky uhlik (total organic carbon)

uos ukladaci obalovy soubor

Vysvétleni pojmii:

acetat — kyselina octova

acetogeneze — tvorba acetatu vlivem acetogennich bakterii

acetotrofni metanogeny — metanogeny rozkladajici acetat

acetotrofni — rozkladajici acetat

aerobni — kyslikaty

anaerobni — bez kysliku

autotrofie — schopnost syntetizovat vlastni organické slou¢eniny pfimo z atmosférického CO»
betonkontejner — ukladaci obalovy soubor typové schvaleny pro ukladani RAO nepfijatelnych
do pfipovrchovych nebo podzemnich ulozist

bezpeénostni funkce — ¢&innost systému, konstrukce, komponenty nebo jiné soucasti
jaderného zafizeni, ktera je vyznamna pro zajiStovani jaderné bezpecnosti jaderného zafizeni.
butyrat — kyselina maselna

bioremediace — proces, v némz jsou plsobenim Zivych organism( pfeménovany toxicke latky
na netoxické

chemolitotrofni acetogeny — acetogeny vyuzivajici k redukci CO, jako donor elektronu
molekularni vodik

chemolitotrofni — ziskavaji energii z anorganickych latek

chemoorganotrofni — ziskavaji energii z organickych latek

chemotrofie — ziskavani energie z chemickych latek

denitrifikace — process redukce dusi¢nanl az na molekularni dusik vivem NRB

deteriorace — zni¢eni, degenerace betonu

DNA templat — jednofetézcova DNA slouzici jako zdroj pro tvorbu dalSich kopii pomoci PCR
donory elektronti — chemické latky, které jsou v energetickém metabolismu oxidovany k
ziskani energie, typicky organické latky ¢i H»

fakultativné anaerobni mikroorganismy — mikroorganismy, které preferuji kyslik jako TAE,
ale v jeho nepfitomnosti dokazi vyuzivat alternativni TAE a tedy rUst i v anaerobnich
podminkach

format — kyselina mravendi

fosfitové bakterie — bakterie oxidujici fosfonaty

fototrofie — ziskavani energie ze Slunce

fumarat — kyselina trans-butendiova (fumarova)

glykolyza — soubor enzymatickych reakci vedouci k rozkladu molekuly glukézy za vzniku 2
molekul pyruvatu

Gram-pozitivni bakterie — vysoky obsah peptidoglykanu v bunééné sténé&, nemaji vnéjsi
membranu a lipopolysacharidovou vrstvu (tfidéni na zakladé barveni bunécné stény podle
Grama)

Gram-negativni bakterie — bunécnou sténu tvofi pfevazné lipopolysacharidy a svrchu ji
prekryva druha membrana



halofilni — vyzadujici vy3Si koncentrace NaCl/soli

halotolerantni — snasejici vy3si koncentrace NaCl/soli

heterotrofie — jako zdroj uhliku vyuzivaji dostupné organicke latky

heterotrofni acetogeny — acetogeny vyuzivajici k redukci CO. jako donory elektrond
organicke latky

homoacetogeneze — tvorba acetatu, kdy acetat je jediny produkt acetogeneze

hydrogenni bakterie — bakterie oxidujici vodik

hydrogenotrofni metanogeny — meganogeny vyuzivajici k redukci CO- jako donor elektront
molekularni vodik nebo format (kys. mravenci)

hypertermofilni — snasejici vysoké teploty

laktat — kyselina mlééna

metabolicky aktivhi mikroorganismy — probiha v nich pfeména latek a energie a take jejich
vyména s okolnim prostfedim

metanotrofni — rozkladajici metan

mikroaerofilni mikroorganismy — mikroorganismy vyzadujici snizeny obsah kysliku v

prostredi
nitrifikaéni bakterie — bakterie oxidujici dusik az na dusi¢nany
obligatné aerobni/anaerobni mikroorganismy — mikroorganismy vyzadujici striktné

aerobni/ anaerobni podminky

oligotrofni prostredi — chudé na Ziviny

oxygenni — vytvarejici kyslik

primer — synteticky vyrobeny jednovlaknovy fetézec DNA dlouhy nékolik bazi, vyuziva se pro
detekci rliznych rodd nebo skupin mikroorganismd pomoci PCR

propionat — kyselina propionova

sesilni mikroorganismy — spole¢enstvo mikroorganismu skladajici se z bunék, které jsou
trvale pfipojené k substratu nebo povrchu a obklopené extracelularni hmotou

sirné bakterie — bakterie oxidujici siru nebo redukované sirné slouceniny

sukcinat — anion kyseliny butandiové

terminalni akceptor elektront (TAE) — chemicka latka, ktera se v energetickém metabolismu
redukuje k ziskani energie (napf. 02, dusi¢nany, Fe**, sirany)



Abstrakt

Pfredlozena zprava shrnuje vysledky reSerSe zamérené na problematiku mikrobiologie ve vztahu
k hlubinnym uloZistim radioaktivnich odpadt (HU RAO, dale HU). V textu jsou zhodnoceny
zakladni témata problematiky mikrobiologie HU s ddrazem na metodické aspekty. ReSerse
zaCina popisem rozmanitych typu metabolismu mikroorganismd v aerobnim a anaerobnim
prostfedi. Dale jsou shrnuty metody studia mikrobialni diverzity, vc€etné kultivaénich,
mikroskopickych a molekularné-biologickych analyz. Podrobné jsou popsany mikroorganismy,
které se prirozené vyskytuji v prostfedi budouciho HU a také ty, které se do HU dostanou az
lidskou &innosti. Jsou zde popsany také nezadouci procesy souvisejici s mikrobialni aktivitou,
které mohou ovlivnit funkci HU. Dale jsou v textu shrnuty vysledky ¢eskych mikrobiologickych
projekt( souvisejicich s HU. Na zavér jsou doporuéeni pro budouci vyzkumnou &innost vyplyvajici
z reSerSni prace i z vysledku dosavadnich projekta.

Klicova slova

Hlubinné ulozisté, mikrobiologie, hornina, podzemni voda, bentonit, cement, MIC, produkce plyn(

Abstract

The report summarises the results of a research on microbiology in relation to deep-geological
radioactive waste repository (DGR). The text assesses the fundamental topics of the DGR
microbiology issues with an emphasis on methodological aspects. Review begins with description
of different types of microbial metabolism in aerobic and anaerobic environments. Furthermore,
the methods for studying microbial diversity are summarised, including cultivation, microscopic
and molecular-biology analyses. The microorganisms that occur naturally in the environment of
the future DGR are described in detail, along to those that can reach the DGR through human
activity. Adverse processes related to microbial activity that may affect DGR function are also
described. The results of Czech microbiological projects related to DGR are briefly summarised.
Finally, there are recommendations for future research arising from this review as well as the
results of the microbiology projects to date.

Keywords

Deep geological repository, mikrobiology, rock, groundwater, bentonite, cement, MIC, gas
production
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1 Uvod

Tato zprava byla zpracovana v ramci projektu SURAO Monitoring anaerobniho mikrobialniho
osidleni PVP Bukov a reSerse vztahti horninového prostiedi a mikroorganismu S02020-079, jehoz
prvni ¢ast popisuje vyvoj mikrobialniho osidleni v nékolika anaerobnich vrtech v prostoru PVP
Bukov prib&hu nékolika let (TZ 547/2021 SURAO). Cilem této zpravy je shrnout dostupné
informace o mikrobiologii v prosttedi HU. Mikrobiologie v HU byla donedavna spi$e opomijena, i
kdyz jsou mikroorganismy nedilnou soucasti vSech pfirodnich dé&ju a jsou zasadni pfi kolobé&hu
latek v pfirodé. Vyskytuji se v béznych pldach i vodach, v prostfedich ovlivnénych &innosti
Clovéka a v neposledni fadé i v rlznych pro zivot velmi nepfiznivych prostfedich s vysokou
teplotou Ci tlakem, v oblastech s vysokou radioaktivitou nebo v mistech s extrémnim pH (Bomberg
et al., 2021; Brown et al.,, 2015; Drake et al., 2017; Edwards et al., 2012; Lazar et al., 2019;
Musilova et al., 2015; Sahl et al., 2008; Schippers et al., 2005; Slobodkina et al. 2009; Wu et al.,
2016). Diky obrovské ekologické versatilit€é mikroorganismu muze jejich metabolicka Cinnost
predstavovat riziko pro stabilitu HU. Re$er$ni prace obsahuje struény piehled moznych
metabolickych drah s vymezenim stéZzejnich pojmid a s uvedenim hlavnich skupin
mikroorganismd relevantnich v prostfedi HU. Nedilnou soug&asti je i pfehled metodickych piistupt
v feSeni environmentalnich mikrobiologickych projektl. Dale jsou v praci vénovany zvlastni
kapitoly horninovému prostfedi i jednotlivym souéastem inZenyrskych bariér a nezadoucim
efekttim, které mohou mikroorganismy v prostfedi HU zptsobovat. A kone&né prace prehledné

vvvvvv

doporucéeni pro budouci vyzkumnou &innost.

Takto shrnuta data mohou byt vyuZita pro lep$i pochopeni mikrobialniho vlivu v HU u odbornik
z jinych obord a planovani budoucich in-situ a laboratornich experimentl tak, aby jejich design
umoznil studium mikrobialn& ovlivnénych procestl v prostredi simulujicim podminky v HU.
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2 Metabolismus

2.1 Metabolismus a rust

Metabolismus je soubor biochemickych reakci, které vedou k rozkladu nebo naopak syntéze
riznych metabolitl. Aby mohla burika rust, vyuziva Ziviny z prostfedi, pretvafi je na zakladni
stavebni prvky, z nichz pak vytvofi bunku novou. Nékteré mikroorganismy (autotrofové) umi
syntetizovat vlastni organické latky pfimo z anorganického uhliku — oxidu uhli¢itého (CO;). Proto
se jim nékdy fika primarni producenti (Obr. 1). Pokud k tomu vyuzivaji energii ze Slunce, jde o
proces nazyvany fototrofie. ProtoZze véak v HU neni trvaly pfisun svétla, nebudeme se timto jevem
detailnéji zabyvat.

/ 11 \ D&j Reakce Proces
1 CO,\ < ‘ CH, aerobni 1 fotosyntéza = zafazeni CO, do biomasy
> A 2 oxidace biomasy kyslikem za soucasné produkce CO
_g \ 0, 1 3 stup biomasy do anaerobniho potravinového
o \ 9 | Fetézce
g 0, \ I 4 fermentace = rozklad biomasy na acetat, format, CO,
2 \ 10 a H,
biomasa | 3 fermentace = rozklad biomasy na tékavé mastné
1 \ | kyseliny
K Cco, I 6 acetogeneze = konverze mastnych kyselin na acetat,
: ® g1 formét a vodik
/ - \ \ anaerobni acetoklastické bakterie pfemériuji metylovou
I 3 acetat A | skupinu acetatu na metan a karbonylovou skupinu
| formdt =——p CH, 7 |na CO,
‘E * 4 COy/H, £ metanogenni bakterie (Archea) tvofi metan:
2 CO, +4H, >CH, +2H,0
© biomasa oxidace metanu na CO, za pomoci anaerobnich
e 6 8 bakterii vyuZivajicich sulfat, nitrat, mangan nebo
@ 5 propionét Zelezo jako terminalni elektronovy acceptor
b t 9 difuze CO, do aerobni zény
\ Lityra / 10  |Asi 1/3 metanu difunduje do aerobni zény
aerobni 11 |metanotrofni mikroorganismy oxiduji metan na CO,

Obr. 1 Kolobéh uhliku (podle Ferry 2015), vlevo schéma kolobéhu, vpravo souhrn vyznacenych reakci
probihajici v aerobnim a anaerobnim prostfedi, zelené znazornéna fixace CO, do biomasy (primarni
producenti)

VSechny buriky potfebuji pro tvorbu bilkovin pfijimat uhlik a dusik ve velké mife a vétSina bakterii
je ziskava $tépenim polymernich fetézcl organickych latek (heterotrofové) nebo Cerpaji zakladni
stavebni kameny pfimo z prostfedi (aminokyseliny, mastné kyseliny, cukry, baze, aromatické a
jiné organické slou€eniny). Kolob&h uhliku je zachycen na Obr. 1. Dusik mohou mikroorganismy
pfijimat v podobé& amoniaku, dusi¢nand nebo pfimo z plynného dusiku (N2) pfitomnych
v prostfedi (Tab. 1). DalSi dllezité prvky — vodik a kyslik — ziskava bakterialni burika z vody.

Tab. 1 Typy metabolismu, ziskavani Zivin a energie

Metabolismus Proces ziskavani energie Zdroj uhliku Zdroj dusiku
.| FOTOAUTOTROFNI (Slunce) - -
AUTOTROFNI : CO: NOs. NO-,
CHEMOLITOTROFNI (anorg. I.) NHa
] org. |. (polysacharidy, org. .,
HETEROTROFNI FOTOHETEROTROFNI (Slunce) bilkoviny, org. kyseliny) bilkoviny
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CHEMOORGANOTROFNI (org. 1.)

Pro tvorbu bilkovin, aktivitu enzym( a stabilitu membran a nukleovych kyselin jsou vSak zapotfebi
také fosfor, sira, draslik a hof€ik. Nékteré dal3i prvky jako je vapnik a sodik, tolik potfebnych pro
metabolismus eukaryotnich bunék, jsou ve vétS§i mife podstatné jen pro vétSinu morskych a
halofilnich nebo halotolerantnich nebo alkalifilnich druh(i bakterii (Ventosa et al., 1998; Horikoshi,
1999). Jako kazdy organismus, i bakterie potfebuji dalSi prvky, tzv. stopové prvky (napf. kobalt,
méd, mangan, nikl, selen, wolfram atd.), které jsou pfijimany v menSim mnozstvi, ale jsou
nezbytné pro funkci enzymd nebo jejich kofaktorll a samozfejmé rustové faktory (vitaminy a
koenzymy).

2.2 Katabolismus — dychani (respirace)

Pokud mikroorganismus ma jiz vSechny potfebné Zziviny, musi vynalozit energii, aby mohl rlst.
Rozkladné metabolické reakce, které vedou ke vzniku energie, se nazyvaji katabolické reakce
(Tab. 2). Energie vznika v dlsledku redoxnich reakci v procesu dychani (respirace), kdy dochazi
k pfenosu elektronll z elektronového donoru na koneény elektronovy akceptor anebo rozkladem
slozitéjSich organickych latek (fermentace). Respirace je rozmanity proces, ktery je
charakterizovan pfedevSim schopnostmi daného organismu vyuzivat specificky elektronovy
donor a/nebo akceptor. Mikroorganismy mohou ziskavat energii ze svétla (fototrofie) Ci
z chemickych latek (chemotrofie). Pro ulozisté jsou relevantni pouze chemotrofni
mikroorganismy. Ty se déli na mikroorganismy, které energii ziskavaji oxidaci rozli€nych
organickych (chemoorganotrofové) nebo jednoduchych anorganickych (chemolitotrofové) latek
(Tab. 1). Tyto latky tedy slouzi jako donory elektronl. Pfehled chemolitotrofnich reakci a jejich
energetické bilance je uveden v Tab. 3.

Tab. 2 Rozkladné déje — katabolismus

Katabolismus Zpusob ziskavani energie Vztah k Oz Oxidacni inidio :
akceptor elektronu
AEROBNI 0.
RESPIRACE FAKULTATIVNE 02, NO3, NO7,
oxidace jedné latky jinou ANAEROBNI Fe®*
(dychani) o
OBLIGATNE Fe3*, Mn*", S04,
ANAEROBNI CO:
rozklad energeticky bohatych latek .
FERMEVNT',ACE ANAEROBNI Organické latky
(kvaseni) (cukry, aminokyseliny, puriny)
Tab. 3 Energeticka bilance chemolitotrofnich reakci podle (Madigan et al. 2018)
Donor elektronu Bakterie Chemolitotrofni reakce AGlo (kJ mol™)
fosfonat fosfitové 4 HPO3% + SO4% + H' —4 HPO,* + HS' -364.0
vodik (H2) hydrogenni | H, + 1/2 O, — H,O -237.2
sulfid (HS) HS + H" + 1/2 O, — S° + H.0O -209.4

14



sirné (siru
oxidujici,
sira (S°) SOB) S° + 3/2 Oz + H,0 — SO4* + 2H* -587.1
amoniak (NH4%) nitrifikaéni | NHs" + 1,5 02 —» NOz + 2 H* + H,O -274.7
dusitan (NOz') NOs> + 1/2 O, — NO3 -74.1
Zelezo
oxidujici
Zeleznaty ion (Fe?*) | (IOB) Fe?" + H" + 1/4 O, — Fe* + 1/2 H,0 -32.9

Dychani je proces probihajici v prostiedi s kyslikem i bez kysliku, kdy organicka nebo
anorganicka latka poskytuje elektron (je donorem elektront) a je oxidovana bud kyslikem
(aerobni dychani) nebo jinou slouc¢eninou (napf. NO3', SO4%; anaerobni dychani), ktera funguje
jako terminalni akceptor elektron(i (TAE). Podle pfislusného elektronového akceptoru, ktery se
v procesu anaerobniho dychani redukuje, pak nazyvame pfislusné bakterie dusi¢nan redukujici
(NRB), siran redukujici (SRB) nebo zelezo redukujici (IRB) bakterie (Tab. 4).

Tab. 4 Energeticka bilance riznych typl respirace, * znaci acetogenni redukci CO,, tzv. Wood-Ljungdahl
pathway (Pan et al., 2016; Madigan et al., 2018), n.r. — neni relevantni

AGlo

Akcepto[ Bakterie Chemicka reakce ve vazbé na oxidaci glukozy

elektronu (kJ mol™")

O aerobni CeH1206+60, — 6CO»+6H,0 -2879
dusiénan

NO3~ redukuj ici 5CsH1206+24N0O3—+24H* — 30C0O,+12N>+42H,0 -2713
(NRB)

MnO, redukujici CeH1206+12MNO, = 6CO.+12Mn2*+18H,0 ~1916
mangan

Fe(OH), | 251620 CoH1206+24Fe(OH)s+48H* = 6CO+24Fe?*+66H,0 ~418

* | redukujici (IRB) | ~* **° : TR 2
5 Sl'ran redukujl'ci C6H1206+4H20 — 2CH3COO_+2HC03_+4H2+4H+ _207

SO,
(SRB) CH3COO +S04%+3H" = 2C0,+H,S+2H,0 -63
redukujici COa:
heterotrofni CeH1206+4H,0 — 2CH3COO +2HCO3 +4H,+4H* -207
acetogeny

CO; chemolitotrofni |} 4 H + 2 HCOy — CHACOO™ + 4 H,O * -105
acetogeny
hydrogenotrofni | 4 Hz + CO2— CHa + 2 H,0 -136
metanogeny 4 HCOOH — CH4 + 3 CO; + 2 H,0 -130
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nr. Katabolismus | '~ 511, 3 CH, + CO, + 2 He0 321
CHs-slouéenin

nr. acetotrofni CHsCOO™+ H* — CHa+ CO; -37
metanogeny

O tom, ktery typ respirace se za danych podminek s vyuZitim daného substratu uskuteéni,
rozhoduje rozdil hodnot redoxnich potencialt (Eo') donoru a akceptoru dané redoxni reakce.
ElektronegativnéjSi reaktant (niz8i redoxni potencial Ey‘) se bude oxidovat (donor), zatimco
elektropozitivngjsi reaktant (vy$si redoxni potencial Eo¢') se bude redukovat (akceptor). Cim
takovyto typ metabolismu energeticky vyhodnéjsi a pro mikroorganismy v daném prostiedi
preferovangjsi (Obr. 2). Pokud je uvolnéna dostate¢na energie, vaze se do energeticky bohatych
fosfatovych vazeb v molekule ATP. Tato molekula pak slouzi k uskladnéni energie, aby se mohla
v pfipadé potieby kdykoli vyuzit pfi stavbé a rlstu bunky. Pro pfedstavu uvolnénim jedné
fosfatové vazby ATP bunka ziska -31.8 kJ/mol energie. Pokud se tedy podivame na Obr. 2
vidime, ze redoxni par O2/H20 je nejelektropozitivnéjsi, a tedy at' se vyuzije jakykoli elektronovy
donor, aerobni organismy vzdy pferostou anaerobni organismy, protoZze na jeden mol substratu
ziskaiji vice energie k rastu (Tab. 4).

Aerobni dychani je energeticky nejvyhodnéjsi typ respirace, pfi némz bufka ziska az -2879
kJ/mol volné energie z jednoho molu glukézy pro tvorbu latek télu viastnich a rast. Fakultativné
anaerobni mikroorganismy dovedou piepnout na alternativni elektronovy akceptor v prostfedi
s nedostatkem kysliku. Tyto alternativni elektronové akceptory maji redoxni potencial blizky
redoxnimu paru O,/H,0 a patii mezi né anorganické i organické slouceniny jako napf. NOs, Fe®*
nebo Mn**. Organismy, které pouzivaji elektronegativnéjsi elektronové akceptory, maji ve svych
metabolickych fetézcich €asto enzymy, jez jsou kyslikem inhibovany. Proto nemohou tyto
metabolické reakce v aerobnim prostfedi probihat a tyto mikroorganismy nazyvame obligatnimi
anaeroby (Tab. 2, Obr. 2).
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Obr. 2 Redoxni véZ s ohledem na hlavni formy respirace. Redoxni pary jsou srovnhany od
nejelektronegativnéjsiho (nahofe) k nejelektropozitivnéjsimu (dole) redoxnimu potenciélu Eo’ pfi neutralnim
pH (pH 7), pokud neni zvyraznéno jinak (upraveno podle Madigan et al. 2018).

2.3 Respiraéni procesy definované terminalnim akceptorem
elektronti

V zamokFené pudé (tedy i bentonitu) dochazi k postupnému vyuzivani substratu pfisluSnymi typy
bakterii v zavislosti na redoxnim potencialu a pfitomnych zivinach (Obr. 2 a Obr. 3). V prostfedi
HU dojde po jeho uzavieni k pomérné rychlému poklesu dostupného kysliku vlivem mikrobialni
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aktivity, koroznich a dalSich chemickych procesu a vytvofeni anaerobnich podminek, které budou
v Ulozisti prevladat po vétsinu jeho pfedpokladané zivotnosti (Bomberg et al., 2021). Podobné v
hlubinnych vodach klesa mnozstvi kysliku a dalSich energeticky vyhodnych TAE umérné hloubce
a se zvysujici se hloubkou je prostifedi ¢im dal redukéni a metabolické procesy energeticky méné
vynosné (Lovley and Chapelle, 1995).

Po spotfebovani kysliku v ulozisti obligatné aerobni organismy bud’ vymfou, nebo pfejdou do
stavu spor & dormantniho stadia. V tomto prostfedi posléze pfevladnou fakultativné anaerobni
bakterie, pravdépodobné nejprve dusi¢nan redukujici bakterie, nebot’ dusiénany jsou pfitomné
v fadé typl bentonitd (Svensson et al.,, 2011; Taborowski et al., 2019) a také v ¢eskych
bentonitech (Cervinka and Gondolli, 2015; Cervinka et al., 2018a) a vlivem lidské &innosti mohou
byt téz pfitomné v podzemni vodé (Power and Schepers, 1989; Hansen et al., 2017; Canter,
2019). Redukce dusi¢nanud v anaerobnim prostredi je podobné energeticky vyhodna jako aerobni
respirace (Tab. 4). Ale i dusi¢nany budou velmi brzy spotfebovany a v bakterialnim spoleenstvu
zacnou prevladat obligatné anaerobni bakterie vyuzivajici jiny elektronovy akceptor, po fadé (viz
Obr. 2) Zelezo, sirany, oxid uhli€ity. Pravé oxid uhli€ity je kone¢nym elektronovym akceptorem
pro tzv. acetogeny a metanogeny (viz kap. 2.3.5)

Organicky substrat (donor e)
o Fe?*
S
c
@
O
[ =l
o
- |
NE ,.
Z |
'
£
@
m -

| | | | | |
O, NRB IRB metanogenni

]

' MnRB SRB ]

| y

Cas od zamokieni pudy/hloubka zamokiené pudy

Obr. 3 Viyvoj bakterialnich skupin v zamokfené plidé jako analogie k anoxickym prostfedim v podzemi pfi
vyuZziti organického substratu jako elektronového donoru (viz Tab. 4), akceptory elektront jsou vyuZivany
po fadé podle redoxniho potencialu danych redoxnich part a dostupnosti (viz Obr. 2), plnou carou je
znazornéna relativni koncentrace akceptor(l v oxidované formeé, carkované nardst relativni koncentrace
produktu dané redoxni reakce v case. Vyskyt danych skupin bakterii koresponduje se zménou koncentrace
daného redoxniho paru napr. Fe3*/Fe®*: IRB — Zelezo redukujici bakterie, Mn**/Mn?*: MnRB — mangan
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redukujici bakterie, NRB — dusi¢nan redukujici bakterie, SO4%/S?: SRB — sirany redukujici bakterie, O, —
aerobni mikroorganismy, CHs — metan (upraveno podle Inglett, Reddy, and Corstanje 2005)

2.3.1 Redukce dusiénanu a denitrifikace

Dusik nabyva v pfirodé hned nékolika oxidac¢nich stavi od -3 az do +5. Nejvice oxidovanou
formou jsou dusi¢nany (NOs’). Proces, pfi kterém dochazi k redukci dusi¢nanu az na molekularni
dusik, je soubor navazujicich enzymatickych reakci (Obr. 4) nazyvajici se denitrifikace, avSak
tento proces nemusi byt vzdy Uplny a mize dochazet pouze k redukci dusi¢nanl na dusitany
(Escherichia, Paracoccus) nebo na plynné oxidy dusiku, oxid dusnaty (NO) a oxid dusny (N-2O)
jako napf. u Streptomyces, Enterobacter, Micrococcus, Rhizobium nebo Bacillus (Albrecht et al.,
1997). Naopak ke kompletni denitrifikaci dochazi u Pseudomonas stutzeri (Simon and Klotz,
2013; Madigan et al., 2018), bézného mikroorganismu i v bentonitech (Engel et al., 2019b;
Pedersen et al., 2000).

Nrf
(+5) Nar +3) NirS +1 @(-3)
Nap NHK Nor Nos
—> — —> LN
Nod

Obr. 4 Disimilacni redukce dusi¢nanu: V zavorkach je uvedeno oxidacni ¢islo dusiku v dané slouceniné.
Nad Sipkami jsou uvedeny enzymy katalyzujici danou chemickou reakci. Pro pfesnost uvadime anglické
nazvy. Nar/Nap — membrane-bound (r) nebo periplasmic (p) nitrate reductase; NirS — cytochrome cds nitrite
reductase; NirK — copper nitrite reductase; Nor — nitric oxide reductase; Nos — nitrous oxide reductase; Nrf
— cytochrome c nitrite reductase; Nod — nitric oxide dismutase; Hzs — hydrazine synthase

V porovnani s jinymi metabolickymi skupinami, denitrifikacnich bakterie zaujimaji fylogeneticky
nejSirsi oblast znamych bakterialnich kmenu. VétsSina patfi do kmene Proteobacteria (Obr. 5), jiné
patfi do skupin Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes, Nitrospirae atd. a jsou fyziologicky
fakultativnimi aneroby, jak jiz bylo zminéno vySe. Néktefi vSak umi vyuZivat i dalSi elektronové
akceptory, napf. Fe®" (Aeromonas, Desulfitotobacterium, Desulfovibrio, Desulfobulbus,
Geobacter, Shewanella a Thermus) nebo sirany (Desulfovibrio, Desulfitobacterium,
Desulfobulbus) jak je uvedeno v pfehledném ¢lanku (Lovley et al., 2004). Dalsi cestou je tzv.
disimila¢ni redukce dusi¢nanl na amoniak (DNRA) (Torres et al., 2016). V Tab. 5 jsou pfehledné
uvedeny chemické reakce pro dané enzymatické procesy z Obr. 4.
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Obr. 5 Fylogeneticky strom bakterii (podle Madigan et al. 2018), znazornény jsou ty bakterialni kmeny (z
vice nez 80), které obsahuji kultivovatelné rody, zastoupeni jednotlivych metabolickych skupin bakterii je
znazornéno modfe (NRB), oranzové (IRB) a zelené (SRB)

Tab. 5 Chemické reakce denitrifikace a priklady mikroorganismu vyuZivajici dané enzymatické redukéni
cesty (Simon and Klotz, 2013; Torres et al., 2016)

Oxidovana a Standartni
redukovana potencial
wfor[na’ Chemicka reakce » (Evo) , Pfiklad mikroorganismu

pfislusného pfislusného

enzymu pfi pH redoxniho
7 paru

Dusi¢nanova NOs™ + 2e™ + 2H* — NO2™ + H20 +0.43V Escherichia coli, Paracoccus
reduktaza denitrificans, Thermus
(Nar) thermophilus, etc.
Dusi¢nanova NOs3™ + 2e” + 2H* — NO2™ + H20 +0.43V Desulfovibrio desulfuricans,
reduktaza Rhodobacter sphaeroides
(Nap)
Dusitanova NO2™ + e™ + 2H* — NO + H20 +0.36 V Paracoccus pantotrophus,
reduktaza Pseudomonas spp.
(NirS)
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Oxidovana a Standartni
redukovana potencial

v’for[ng Chemicka reakce - (Evo), Pfiklad mikroorganismu
pfislusného pfislusného

enzymu pfi pH redoxniho

7 paru

Dusitanova NO:2™ + e” + 2H* —» NO + H20 +0.36 V Bradyrhizobium japonicum,

reduktaza Burkholderia, Bdellovibrio

(NirK) bacteriovorus etc.

Dusitanova NO2~ + 6e~ + 8H" — NH4* + 2 H20 +0.34V Escherichia coli, Shewanella

reduktaza (Nrf) oneidensis, Desulfovibrio
vulgaris, etc.

NO reduktaza | 2 NO + 2e™ + 2H* — N20 + H20 +1.18V Paracoccus denitr.,

(Nor) Pseudomonas aerug.,
Geobacillus
stearothermophilus, Bacillus
azotoformans, rlizna
Proteobacteria

Hydrazinova NO + NHs* + 3e™ + 2H* — N2H4 + H20 | + 0.06 V Kuenenia stuttgartiensis

syntaza (Hzs)

NO dismutdza | 2 NO — N2 + O2 Methylomirabilis oxyfera

(Nod)

N20 reduktaza | N2O + 2e™ + 2H* — N2 + H20 +1.35V Pseudomonas stutzeri,

(NosZz) Paracoccus denitrif., etc.

2.3.2 Redukce siranti a siry

Sira podobné jako dusik nabyva nékolika oxidac¢nich stavli od -2 (organicka sira, sulfid, S%) do
+6 (siran, SO,%). Siran jako nejvice zoxidovana forma siry, mGze byt bud zabudovan do
organickych latek asimilacni cestou (napf. aminokyseliny metionin, cystein) nebo mize byt
redukovan siranovymi reducenty disimilacni cestou az na sulfan (H.S). Sulfan je vylou€en do
prostfedi, kde je bud oxidovan vzdusnym Kyslikem, mize byt vyuZit jinymi organismy nebo je
pfeménén na sulfidy kovl (napf. FeS). V redukénim anoxickém prostfedi podzemniho ulozisté
muze mit pfitomnost sulfanu zésadni vliv na bezpecnost ulozisté, nebot je silnym koroznim
¢inidlem (Enning et al., 2012; Enning and Garrelfs, 2014), podrobnéji viz kap. 6.1. Z redoxni vézZe
vyplyva, Ze sirany jsou nepfilis vyvhodnym elektronovym akceptorem, ale pokud oxidace donoru
vyrobi dostate€né mnozstvi energeticky bohatych slou¢enin (NADH, FADH), i redukce sirant
vede k dostatedné produkci volné energie atvorb& ATP. Casto se ale u SRB setkdvame
s obrovskou flexibilitou, co se ty€e vyuziti jak elektronovych donoru (Tab. 6), tak akceptort
(Lovley et al., 2004).
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Tab. 6 Prehled vyuzitelnych donort elektront siranovymi reducenty pfi redukci sirant a celkovy energeticky
zisk s uvedenim typického mikroorganismu

Energie
Donor | Akceptor | Produkt Chemicka reakce AG” Mikroorganismus
(kJ/mol)
5. . . R ) Desulfovibrio
H2 SOq4 sulfidy | 4 H, + SO4“ + H" - HS + 4 H,0 -152 kJ Spp
acetat
. " | CoHsCOO- + SO.* + 8 H' — Desulfovibrio
2- -
laktat SOs4 C;O; CHaCOO- + CO, + HyS + 4 H,0 122 kJ spp.
2
, CO- CH3COO- + SO4* + 3H" — 2 CO; .
2- ’ _
acetat SOy H,S + H,S + 2 H,0 57,5 kJ | moiské SRB
, . o\ g+ . .
HPOY SO sulflqy, 4 I—!P03+ SO+ + HY — 4HPO4s~ + -364 kJ Desulfo.tlgn.um
fosfaty | HS phosphitoxidans

Jako univerzalni elektronovy donor je u SRB vyuzivan vodik, ktery je ziskan bud pfimo
z atmosféry nebo v prostfedi HU pomoci koroznich proces(i, radiolyzy vody a dal$ich
geologickych procesu (Libert et al., 2011) ¢i oxidaci organickych latek (napf. laktat, pyruvat, acetat
apod.). Jak je z Obr. 6 zfejmé, k UpIné redukci siranl na sulfan je zapotfebi nejen 3 enzyma, ATP
sulfurylazy, APS (adenosine 5'-phophosulfate) reduktazy a disimilaéni sulfitové reduktazy (DSR)
(Rabus, 2006), ale také 8 elektrond, které jsou ziskany pomoci membranovych protein ze 4
molekul vodiku (Madigan et al., 2018). Pfehledny ¢lanek Pereira et al. (2011) uvadi, jak riznorodé
mohou byt mechanismy ukladani energie u siranovych reducentu v zavislosti na stavbé jejich
membran.

C] ATP sulfurylaza C] APS reduktaza C] 0,2 reduktaza Q
- AMP

ATP PPi 2e

Obr. 6 Schéma disimilacni redukce sirant: V zavorkach je uvedeno oxidacni ¢islo siry v dané slouceniné.
Nad Sipkami jsou uvedeny enzymy katalyzujici danou chemickou reakci.

Podle stavby buné&tné stény se SRB taxonomicky fadi bud k tfidé Deltaproteobacteria (napf.
Desulfovibrio, Desulfurella, Desulfobacter, Desulfobulbus) nebo Clostridia (Desulfotomaculum,
Desulfosporosinus, Desulfurispora). Jednim z pudnich mikroorganismu se striktné anaerobnim
metabolismem je i siran redukujici Desulfotomaculum spp. Zastupci tohoto rodu se vyskytuji
pouze ve velmi hlubokych anoxickych vrstvach podzemi (Sass et al., 1997; Adlllo et al., 2013),
coz mozna vysvétluje enormni pfizpusobivost k vyuziti rdznych elektronovych akceptord a
substratd pozorovanou v tohoto rodu. V zavislosti na evoluénich podminkach, a tedy i genetické
vybavé, mohou riizné druhy rodu Desulfotomaculum vyuzivat bud’ vySe popsanou redukci siran(
za soucCasné oxidace org. latek (laktat), nebo mohou autotrofné riist na vodiku nebo ho oxidovat
za soucasné redukce CO: na acetat (homoacetogeneze) (Daumas, Cord-Ruwisch, and Garcia
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1988; Nazina et al. 2005; Tasaki et al. 1991). Pfekvapivé jsou schopni dokonce redukovat
trojmocné Zelezo nebo dalSi kovy jako mangan (IV), chrom (IV) a uran (IV) a nakonec
v nepfitomnosti siranu fermentovat jednoduché cukry a pyruvat Upiné na CO; nebo neupiné na
acetat (Daumas et al., 1988; Tasaki et al., 1991; Tebo and Obraztsova, 1998; Parshina et al.,
2005; Kuever et al., 2014; Otwell et al., 2016). A konecné&, nékteré SRB umi redukovat i jiné
slouceniny siry, které se v prostfedi vyskytnou (sifi¢itany, molekularni siru, thiosirany) jako napf.
Desulfuromonas nebo Desulfotomaculum (Jackson and Mclnerney, 2000; Nazina et al., 2005).
Tyto latky jsou meziprodukty oxidace sulfanu produkované chemolitotrofnimi sirnymi bakteriemi
(Madigan et al., 2018), které vétdinou se SRB v prostiedi koexistuji a navzajem se doplriuiji.
Typickym pfikladem je vztah siran redukujici a sulfan oxidujicich bakterie v kanalizaénich
systémech (Li et al., 2019), viz i kap. 6.4.1.

2.3.3 Redukce kovovych slouéenin

Jak bylo zminéno vySe, urcité mikroorganismy umi redukovat kovové slouceniny (Nealson and
Saffarini, 1994; Lovley et al., 2004). V pfirodé se jedna zejména o zelezité (IRB) a manganicité
(MnRB) slouceniny. Jak vyplyva z Obr. 2, redoxni par Fe**/Fe?" ma pfi neutralinim pH redoxni
potencial + 0,2V a par Mn**/Mn?* + 0,8V, coz umozriuje nékolika elektronovym donordm vazbu
na tyto redukce a fadi tyto elektronové akceptory na Urover dusiénanu. Diky tomu jsou bakterie
vyuzivajici tyto akceptory konkurenéné schopnéjsi nez bakterie, které vyuZzivaji sirany nebo CO,.
Elektrony se v téchto reakcich typicky prevadéji pomoci donoru, generuje se protonmotivni sila,
ktera konc&i v systému reduktaz kovl (Madigan et al., 2018). Hlavnimi predstaviteli Zelezo-
redukujicich bakterii je rod Geobacter nebo Citrifermentans (Deltaproteobacteria), ale jak jiz bylo
zminéno vySe, kovové elektronové akceptory mohou byt vyuzity i fakultativné anaerobnimi NRB
jako napf. Shewanella nebo SRB — nap¥. Desulfotomaculum. Proteinova vybava téchto bakterii
vSak umoznuje také zpracovavat jiné anorganické latky na bazi chromu, selenu, arsenu, teluru a
fadu kyslikatych chlorovanych slou¢enin (Picardal et al., 1993; Newman et al., 1997; Myers et al.,
2000; Saltikov et al., 2005; Suhadolnik et al., 2017) a mohou tak byt vyuZity k bioremediaci
znecisténych pid (DeWeerd et al., 1990; Picardal et al., 1993; Guan et al., 2015). Mikroorganismy
vyuzivajici kovovych sloucenin jako hlavniho ¢&i vedlejSiho TAE jsou velmi riznorodé bakterie a
jsou zastupci riznych tfid skupiny Proteobacteria (Geobacter, Acidibacter, Ferribacterium) nebo
patfi do tfidy Clostridia (Thermincola, Anaerosolibacter, Desulfitobacterium).

2.3.4 Redukce organickych latek

Jak jsme jiz zminili, organické latky jako zdroj uhliku jsou mikroorganismy vyuzivany nejridzné;jSim
zpusobem, bud jako donor elektrond pro NRB, SRB, IRB, dale jako rozlozitelny substrat
v anaerobnim kvaseni (viz kap. 2.4), anebo dokonce jako akceptor elektron(l. Z Fady organickych
latek jsme pro jednoduchost na Obr. 2 uvedli pouze fumarat/sukcinat. Tento redoxni par ma
redoxni potencial roven nule a fumarat tedy muze byt redukovan pomoci NADH nebo vodiku.
Takto mohou organické latky vyuZzivat fakultativné aerobni mikroorganismy, napf. Escherichia coli
nebo Shewanella (Iverson et al., 1999; Myers et al., 2000).
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2.3.5 Redukce oxidu uhlicitého

Oxid uhliCity je vyuzivan dvéma hlavnimi skupinami striktnich anaerobu, acetogeny a
metanogeny (Obr. 7). Oba procesy vyuzivaji vodik jako elektronovy donor a oba jsou vazany na
membranové iontové pumpy (ATP syntazy) bud protonové, nebo sodikové, které zprostredkuji
ulozeni energie do ATP. A jak uvidime dale, oba jsou Uzce propojeny dokonce na urovni jednoho
mikroorganismu. Alternativnimi donory pro acetogenezi mohou byt také jiné jednouhlikaté
slouceniny, napf. metanol, cukry, aminokyseliny, baze apod. Mnoho acetogen( vyuziva redukci
dusi¢nanu nebo thiosirant (Fréstl et al., 1996; Sorokin et al., 2011).

METANOGENEZE ACETOGENEZE

HCO, + H* 4H, HCO, + H*

CH,COO + 4 H,0
AG® = -105 kI

Obr. 7 Porovnani procest vyuzivajicich oxid uhlicity (upraveno podle (Madigan et al., 2018)

CH,+3 H,0
AG® = -136 kJ

Soubor reakci, které spojuji vdechny acetogeny je redukce 2 molekul CO» na acetat pfes acetyl-
CoA (tzv. Wood-Ljungdahl pathway). Souhrnnou reakci uvadime v Tab. 4. StéZejnimi enzymy
téchto reakci je CO dehydrogenaza (CODH) a acetyl-CoA syntaza (ACS) (archea, Clostridia)
nebo fosfotransacetylaza (PTA) a acetat-kindaza (ACK) (typické pro eubacteria), které jsou
zodpoveédné za tvorbu acetyl-CoA (Schéfer et al., 1993). Konverze acetyl-CoA na acetat generuje
1 ATP, nicméné to je spotfebovano v prvnim kroku této cesty. Proto si acetogeny ukladaji energii
pomoci iontovych membranovych pump spfazenych s ATP syntdzou. Celkové je vSak
energeticky vytézek velmi maly, jen 0,3 ATP na kazdé 4 H, a 2 CO, (Madigan et al., 2018).
ProtoZe jsou reakce reversibilni, mize dochazet k zpétné oxidaci acetatu z energetickych divod
jako napf. u nékterych SRB (Desulfobacter) nebo acetotrofnich metanogenu (Methanosarcina,
Methanosaeta) (Widdel and Pfennig, 1981; Thauer et al., 1982; Gelwicks et al., 1994; Goevert
and Conrad, 2008; Ferry, 2015). Tab. 7 uvadi klasickou cestu i rizné odchylky od standartni cesty
vzniku acetatu pusobenim bakterii.

Acetogeny, jako je napf. Acetobacterium woodii nebo Clostridium aceticum mohou rast
chemolitotrofng, autotrofné redukci CO, na acetat (el. donor, H>), jak je popsano vyse, nebo
chemoorganotrofné vyuzZivajice fermentaci cukrd. V obou pfipadech je vSak koneCnym
produktem acetat. Pokud acetogeny rostou na glukéze, vyuZivaji glykolyzu (viz dale) k tvorbé
pyruvatu (Obr. 8). Ten je pak pfes acetyl-CoA oxidovan pomoci specifického enzymu
pyruvat:ferredoxin oxidoreduktédzy na acetat podle reakce: 2 pyruvat — 2 acetat + 2 CO, + 2
NADH (Schafer et al., 1993). CO. vznikly v této reakci muze byt redukovan na acetat pres acetyl-
CoA. Vysledkem jsou tedy celkem 3 acetaty na 1 molekulu glukézy, tudiz vyznamné kyselejSi
prostfedi nez v prostfedi bez cukrd. Tyto pfiklady uvadime, abychom zddraznili heterogenitu
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acetogeneze, ktera je nedilnou a velmi podstatnou soucasti anaerobnich mikrobialnich procesu
a muze vyznamne ovlivnit korozi a deterioraci uskladnéného materialu.

ATP

O -
2 NAD 2P
ZNADI-T Dﬂ/

o005 55

2 ATP 2 ATP

Obr. 8 Schéma Embden-Mayerhof-Parnas pathway neboli glykolyzy (upraveno podle Madigan et al. 2018).
Sekvence katabolickych reakci glukézy vede ke vzniku 2 molekul pyruvatu, ktery je koneénym produktem
glykolyzy. Jeho fermentaci (viz dale) pak vznikaji fermentacni produkty (laktat, etanol) nebo se zapoji do
acetogennich reakci redukéni Acetyl-CoA cesty. G: glukéza, G-6P: glukdza-6-fosfat, F-6P: frukt6za-6-
fosfat, F-1,6biP: fruktéza-1,6-bifosfat, DHA-P: dihydroxyacetonfosfat, GA-3P: glyceraldehyde-3-fosfat,
1,3biPG: 1,3-bifosfoglycerat, 3-PG: 3-fosfoglycerat, 2-PG: 2-fosfoglycerat, PEP: fosfoenolpyruvat, Pyr:
pyruvat. VSechny reakce jsou katalyzovany specifickymi enzymy, ty jsou vSak pro pfehlednost vynechany.
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Tab. 7 Typy acetogeneze s uvedenim studovanych zastupcd. K tvorbé acetatu dochazi bud’ vyuZzitim
anorganickych latek (chemolitotrofni typ metabolismu) nebo s vyuZitim organickych latek
(chemoorganotrofni typ metabolismu) vstupujicich do glykolyzy a slouzici pak k tvorbé acetatu z pyruvatu,
néekdy za soucasné redukce sirant. CODH: CO dehydrogenaza, ACS: acetyl-CoA syntaza, Fd: ferredoxin,
PTA: fosfotransacetylaza, GAPOR: glyceraldehyde-3-fosfat-ferredoxin  oxidoreduktaza, —POR:
pyruvat:ferredoxin oxidoreduktaza, AFACS: ADP (AMP)-forming acetyl-CoA syntaza, Ac: acetat

Typ m. Proces Cesta Reakce Enzymy | Produkty Organismus
4H, + H* + Acetobacterium
redukce Wood- 2HCOz— CODH Ac Acetogenium,
CO2 Ljungdahl | CHsCOO + 4 ACS (homo) Clostridium,
H.O
CHEMO- 2 Sporomua atd.
LITHO Fd,
i +
oxidace CO konverze 7CO+5 HZ_O CODH . Metanosarcina
redukce CO — CH,COO + ACS Ac’, CH, acetivorans
CO2 CHs + 2 CO;
PTA
H APOR -
) Embden- CeH120s _) GAPOR, Ac (+CO, Clostridium,
glykolyza Mayerhof 3CH,COO"+ POR, + Hy) Pyrococcus
y 3H" AFACS i Y
CHEMO-
. H1206+
ORGANO | giykolyza + f. CeH1205 APOR
glykolyza modii H.SO,— 2CO, GAPOR, Ac + Archaeoglobus
redukce Embden- . POR, .
SO2 Mayerhof + 2 CHs:COO" + AFACS CO: fulgidus
! H.S + 2 H,0

Vytvofeny acetat je na druhé strané vyuzivan acetotrofnimi mikroorganismy, které bud vyuzivaji
zpétné acetat ke konzervaci energie za sou€asné produkce metanu (acetotrofni metanogeny,
Tab. 4) nebo za sou€asné redukce jinych elektronovych akceptoru, jako napf. sirant (Ferry,
2015). V prvnim pfipadé jde o striktiné anaerobni archea jako je Methanosarcina nebo
Methanosaeta (Aceti and Ferry, 1988; Penning et al., 2006; Berger et al., 2012) vyuZivajici
stejnou enzymatickou vybavu (ACK, PTA, CODH/ACS atd.) jako pfi acetogenezi. U nékterych
hypertermofilnich mikroorganisml se setkdvame s oxidaci acetatu za soucasné redukce Fe3*
slou€enin, napf. Ferroglobus nebo Geoglobus (Slobodkina et al., 2009; Kashefi 2002; Tor,
Kashefi, and Lovley 2001; Lovley, Phillips, and Caccavo 1992).

Metanogenni mikroorganismy délime na acetotrofni (viz vySe) a hydrogenotrofni, ktefi vytvareji
metan redukci CO, za soucasné oxidace vodiku jako donoru elektronli nebo rozkladem formatu
(Tab. 4). Dalsi skupinou jsou mikroorganismy rozkladajici metylové skupiny organickych
sloucenin a nakonec tzv. generalisté, ktefi tvofi metan vS§emi moznymi zplsoby (Bergey et al.,
2015). Vétsina metanogenu patfi do domény Archea a jsou evolu¢né i ekologicky velmi duleZitou
skupinou mikroorganism, protoze se uc€astni dekompozice organického materialu v pfirodé i v
travicim traktu teplokrevnych Zivocichl (Penning et al., 2006; Gagen et al., 2010). K redukci 1
molekuly CO- je zapotfebi osmi elektronu (C pfechazi z ox. stavu +4 do -4), které jsou neseny
riznymi prenaseci a redoxnimi koenzymy napf. metanofuran, koenzym M, enzymaticky komplex
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metyl reduktazy atd. K redukci metylovych slou€enin potfebuji v enzymatické vybavé cytochromy
(napf. Methanosarcina), které u ostatnich metanogent chybi (Kihn and Gottschalk, 1983;
Holmes et al., 2019).

Tak jako existuje acetotrofie (rozklad acetatu), tak existuje také metanotrofie. Metan muze byt
oxidovan kyslikem pfes metanol a format az na CO,, ale tento jev je v silné redukénich
podminkach podzemniho ulozisté velmi nepravdépodobny. K anaerobni oxidaci metanu (AOM)
dochazi u konsorcii mikroorganismu koexistujicich spole¢né v nizSich vrstvach plidy nebo
mofskych sedimentech. Jde o symbioticky vztah SRB a Archei (anaerobni metanotrof, ANME),
ktery umoznuje oxidaci CH. jako elektronového donoru na CO: reverznim procesem
metanogeneze (ANME) za soucasné redukce sirani (SRB) na sulfan nebo Fe** ¢i dusi¢nant
(Cuba et al., 2011; Cui et al., 2015; Timmers et al., 2017; Weber et al., 2017). Tento pfiklad je tak
zajimavym dokladem vzajemné spoluprace (mutualismus) rdznych mikroorganismu.

2.4 Kvaseni (fermentace)

Jak jiz bylo nékolikrat zminéno vySe, kromé dychani jsou mikroorganismy schopné fermentace,
kvaseni. Pfi fermentaci dodavaji i pfijimaji elektrony organické latky a probiha tedy
Skrobl a celulézy, ale i jednodussich di- a monosacharidi (cukrti), aminokyselin nebo purint a
dokonce i aromatl na jednodu$si organické latky alkoholy, organické kyseliny (laktat, acetat)
nebo tékavé mastné kyseliny (propionat, butyrat), viz Obr. 1. Slozité Skroby a celuléza jsou
nejdfive Stépeny na jednoduché cukry a pfeménény na glukézu, ktera vstupuje do procesu
zvaného glykolyza (Obr. 8). Glykolyza je soubor redoxnich enzymatickych reakci vedoucich
k rozkladu jedné molekuly glukézy na 2 molekuly pyruvatu. Aby doSlo k ustaleni redoxni
rovnovahy, pyruvat je v nepfitomnosti kysliku dale pfeménén na konecné fermentacni produkty,
napf. laktat. Ruzné typy fermentaci jsou klasifikovany podle hlavniho fermenta¢niho produktu a
prehled rlznych typd kvaseni je uveden nize (Tab. 8). Pro porovnani s dychanim, fermentaci 1
molu glukézy na 2 moly laktatu burika ziska jen 196 kJ/mol energie. Pro bufiku v anaerobnim
prostiedi je tedy vyhodnéjSi vyuzit nejprve jinych typl dostupnych substrati v anaerobnim
prostiedi napf. sirand nebo Zeleza, pokud tato burika ma pfislusnou enzymatickou vybavu.
V neposledni fadé se mlUze energeticka bilance fermentorl mirné zlepsit vyuzitim pfidavnych
chemickych reakci vedoucich ke konzervaci energie s vyuzitim koenzymu A, jehoz derivaty
mastnych kyselin (napf. acetyl-koenzym A) jsou energeticky bohaté slouceniny, pfi jejichz
rozkladu vznika ATP (viz acetogeneze apod.). Nutno v8ak zddraznit, Ze ackoli jsou fermentacni
procesy energeticky nejméné vyhodnée, v anoxickych prostfedich jsou velice vyznamné, nebot
vzniklé jednoduché organické molekuly mohou byt dale vyuzivany v anaerobnich respiracich
fadou jinych mikroorganismu.

Tab. 8 Druhy kva$eni (upraveno podle Madigan et al. 2018)

Typ fermentace | Chemicka reakce PF. mikroorganismu
Alkoholoveé Glc — 2 etanol + 2 CO, Zymomonas, kvasinky
Miécné | Glc — 2 laktat + 2 H* Streptococcus, Lactobacillus
Miécné I Glc — laktat + etanol + CO2 + H* Leuconostoc, Lactobacillus
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Propionové 3 laktat — 2 propionat + acetat + CO, + H>O | Clostridium propionicum

Smigend Glc — etanol + 2,3-butandiol + sukcinat + Enterobakterie
laktat + acetat + format + CO, + H.O

Maselné Glc — 2 butyrat + H, + CO, + H* Clostridium butyricum
Butanolové 2 Glc — butanol + aceton + 5 CO, + 4 H; Clostridium acetobutylicum
Octové Fru — 3 acetat + 3 H* Clostridium aceticum

Zavérem této kapitoly je tfeba zduraznit, ze vétSina bakterii vykazuje versatilni metabolismus a
vyuziva rizné metabolické cesty k ziskani energie k rastu v zavislosti na aktualni dostupnosti
jednotlivych zdroju energie v okolnim prostfedi. Proto neni vhodné nazirat na vyvoj spoleéenstev
v daném prostfedi bez téchto souvislosti. Je zfejmé, Zze vyvoj spole€enstev ovliviiuje nejen
dostupnost zivin, ale také variabilita druhového slozeni, ¢etnosti jednotlivych druhl a zaroven sila
interakce mezi zastoupenymi rody (mutualismus, symbiéza). Vyvoj bakterialniho spolecenstva
také samoziejmé ovlivriuji abiotické podminky, jako jsou zmény teplot, tlaku, vysuseni substratu
a konecné je tu i veliina ¢asu a prostoru, ktery ovliviuje vyznamné kinetiku vyvoje pfitomného
spoleCenstva.
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3 Metody studia mikrobialni diverzity

Pokud chceme mluvit o riznych metodach detekce mikroorganismu, je nezbytné si nejprve
nadefinovat dllezité pojmy jako je mikrobidlni aktivita, Zivotaschopnost ¢i kultivovatelnost (Tab.
9). To, zZe lze raznymi zplUsoby detekovat pfitomnost konkrétniho mikroorganismu, jesté
neznamena, ze je zivotaschopny ¢i dokonce metabolicky aktivni. Jednotlivé metody detekce maji
sveé limity a kazda je vhodna pro zodpovézeni riznych typu otazek. Tuto problematiku na pfikladu

bentonitd nazorné shrnuje Obr. 9.
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Obr. 9 Metody studia mikroorganismd v jilovych materialech. Dle (Taborowski et al., 2019)

Detekce mikrobialni aktivity nam poskytuje informaci o pfitomnosti metabolicky aktivnich bunék
ve studovaném vzorku, coz nejlépe vypovida o konkrétnich geochemickych a geofyzikalnich
vlastnostech studovaného prostfedi, na néz mikroorganismy citlivé reaguji (viz kap. 2). Na druhou
stranu pfitomnost Zivotaschopnych bunék znamend, Ze ve studovaném vzorku byly zjiStény
bunky schopné metabolické aktivity, ale tyto nemusi byt metabolicky aktivni v danou chvili a
mohou byt pfitomné napf. ve formé spor ¢&i jinych dormantnich stadii a ¢ekat na vhodné podminky
pro reaktivaci. Pfitomnost Zivotaschopnych bunék tak pfedstavuje spiSe mikrobialni potencial
vdaném vzorku. Kultivace jsou jednoznaénym dukazem Zzivotaschopnosti pfitomnych
mikroorganisma, kultivaéni pfistupy vS8ak maji zasadni nevyhodu a to je obecné nizkad mira
kultivovatelnosti mikroorganismu Zijicich v hlubinach (Haveman and Pedersen, 2002). Studie
ukazuji, ze v ptudach bez pfidavku dalSich Zivin pfedstavuji metabolicky aktivni mikroorganismy
pouze 0,1-5 % celkové mikrobidlni biomasy. Zivotaschopné mikroorganismy v$ak mohou
pfedstavovat 10-40 % mikrobidlni biomasy (Blagodatskaya and Kuzyakov, 2013). Kromé
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samotné detekce mikroorganismu a pfipadného zjisténi jejich poCetnosti ve studovaném vzorku
je v geomikrobiologii dulezité téz studium kvalitativniho sloZzeni mikrobialnich komunit.

Tab. 9 MozZny stav mikrobialnich bunék ve studovanych vzorcich (Taborowski et al., 2019)

Aktivita (= activity) bakterie jsou metabolicky aktivni, probiha v nich pfeména
latek a energie

Pfitomnost (= presence) bakterie jsou pfitomné ve studovaném vzorku, ale bez
informace o jejich zivotaschopnosti a metabolickém stavu

Zivotaschopnost (= viability) bakterie jsou Zivé a aktivni, nebo v dormantnich stadiich
schopnych navratu do metabolicky aktivhiho stavu

Kultivovatelnost (= cultivability) | bakterie mohou byt kultivované za pouziti riznych
tekutych médii &i vysevem na agarové plotny

3.1 Detekce/kvantifikace pritomnych mikroorganismu

3.1.1 Pocéitani bunék

Pfimé stanoveni poctu bunék (nejCastéji za pouziti fluorescenéni mikroskopie) je hojné
pouzivanou metodou (napf. (Pedersen et al., 2008, 2014; Hallbeck and Pedersen, 2012;
Pedersen, 2012; Konno et al., 2013; Ino et al., 2016; Boylan et al., 2019) pfedevSim v pfipadé
podzemnich vod. Detailné je popsana napf. v praci (Hallbeck and Pedersen, 2008). Vyzaduje
zachlazeni a rychly transport vzorkd do laboratofe, kde by mély byt vzorky rychle zpracovany.
Definovany objem vzorkd podzemni vody je tfeba Zfiltrovat pfes filtr, ktery je optimalné maly, tak
aby se vedel na podlozni sklicko pro naslednou mikroskopii. Buriky jsou po zachyceni na filtru
obarveny fluorescen&nim barvivem, které po osviceni svétlem o specifické vinové délce emituje
zareni o téz specifické, ale jiné vinové délce, jeZ umozni dobrou vizualizaci bunék. Obarvené
bufky na filtrech jsou pocitany pod fluorescenénim mikroskopem. Vyhodou této metody je jeji
jednoduchost. Do celkovych po&td bunék vSak mohou byt zahrnuty i buriky mrtvé ¢i metabolicky
neaktivni v zavislosti na pouzité metodé a fluorescencni barvé. Existuje Siroka Skala komercné
dostupnych fluorescengnich barev. Nékteré, jako akredinova oranz (acredin orange, AO) dle
protokolu popsaného v praci (Pedersen and Ekendahl, 1990) ¢&i napf. barvivo SYBR Green |
(napF. Konno et al., 2013) barvi vSechny pfitomné buriky bez ohledu na jejich metabolicky stav.
Jiné fluorescenéni barvy dokazi selektivné barvit napf. pouze Zivé (napf. carboxyfluorescein
diacetate acetoxymethyl ester - CFDA-AM) &i mrtvé/poSkozené buriky (napf. propidium iodid).
Kombinovani barviv s riznymi vlastnostmi je tak mozné rozliSit mezi riznymi metabolickymi stavy
bunék, ¢ehoz se vyuziva pfi tzv. live/dead stain barveni (Robertson et al., 2019). Fluorescen&niho
barveni se také vyuziva pfi kvantifikaci bunék pomoci pritokové cytometrie, coz je metoda bézné
pouzivana pro pocitani bunék ve vzorcich vod (Hammes et al., 2010; Rajala and Bomberg, 2017,
Bernier-Latmani and Boylan, 2018).

Ackoli fluorescencni detekce funguje zpravidla velice dobfe pro vzorky podzemnich vod,
v pfipadé elektronegativné nabitého bentonitu dochazi k jeho interferenci s fluorescenénimi
barvivy, ktera téz obvykle nesou elektricky naboj. Fluorescenéni barva se tak Casto vaze na
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povrch bentonitu a vysledné vysoké pozadi vzorku znemoZzriuje spolehlivou detekci a kvantifikaci
pritomnych mikroorganismu (Stroes-Gascoyne et al., 1996; Aoki et al., 2010). (Fukunaga et al.,
2005) popisoval pouziti elektro-neutralnihno barviva CFDA-AM pro pfimou detekci
mikroorganismd v bentonitovych depositech, nicméné zkuSenosti s touto barvou ukazuji, ze
v pfipadé eskych bentonittl je interference s bentonitem stale pfili$ silna (Cerna et al., 2018). Ze
stejného duvodu je pfima mikroskopicka detekce obtizné pouzitelna také v pfipadé pfitomnosti
koloidnich &astic v podzemni vodé, jak bylo zjisténo v ramci zkuSebnich pokusu se vzorky vody
z projektu MaCoTe, ve kterych se vyskytovaly koloidni ¢astice pochazejici z bentonitu. Pfimé
pocitani bunék se tedy hodi pro Cisté podzemni vody s malym mnozstvim koloidu.

Jednou z moznych metod, jak se vyhnout interferenci fluorescencni barvy s bentonitem, je
extrahovat bunky z bentonitovych materiald pred jejich vizualizaci. Existuji protokoly pro
extrahovani bunék z riznych typu ptd &i sedimentd (napf. (Liu et al., 2010; Poté et al., 2010;
Alawi et al., 2014), které jsou zalozené na mechanickém &i chemickém oddéleni bunék z povrchi
bentonity a jejich nasledné separaci pomoci centrifugace v hustotnim gradientu. Vysledny extrakt
obsahuje témér Cisté buriky, které je mozné fluorescenéné barvit a pocitat. Extrahovani bunék
pomoci protokolu dle (Kallmeyer et al., 2008) bylo téz Uspé&Sné pouzito v pfipadé bentonitu
FEBEX (Bengtsson et al., 2017b), kde bylo mnozstvi bunék ve vysledném extraktu navic také
kvantifikovano pomoci detekce ATP (viz kap. 3.3.3.1). Recentné byl optimalizovan extrakéni
protokol také pro vyuziti ve studiich s ¢eskymi bentonity (Hlavackova et al., in prep).

3.1.2 Kultivaéni postupy

PocCetnost a Zivotaschopnost bakterii je dobfe stanovitelna pomoci riznych kultivaénich metod
na tekutych ¢€i pevnych zZivnych padach. Pocitani kolonii (colony forming units, CFU) narostlych
na pevnych pudach patfi mezi zakladni metody pro kvantifikaci aerobnich heterotrofnich
mikroorganismu v bentonitu (napf. Svensson et al., 2011) a pro kvantifikaci dalSich specifickych
skupin mikroorganismu jako jsou IRB &i SRB &i acetogeny jsou zpravidla pouzivané kultivace na
tekutych médiich metodou most probable number (MPN), viz kap. 3.1.3. Kultivace anaerobnich
nevyhodou kultivanich metod je obecné velmi nizka kultivovatelnost bakterii
v environmentalnich vzorcich, coz vyznamnym zpusobem znepfesfiuje odhady pocetnosti
bakterii ve studovanych vzorcich. (Hallbeck and Pedersen, 2012) porovnali vysledky kultivacnich
pristupll a pfimych poétd bunék ve vzorcich hlubinnych podzemnich vod a zjistili, ze
kultivovatelnost bakterii v téchto ekosystémech se pohybuje v priméru okolo 5 % a podobné
vysledky byly zjisténé téz v dalSich studiich hlubinnych vod (Haveman and Pedersen, 2002; Eydal
and Pedersen, 2007) a téz v bentonitu (Stroes-Gascoyne et al., 2002). Vyuzitelnost kultivacnich
pristupl je tak znané omezena.

3.1.3 Metoda MPN (Most probable number)

Tento postup kvantifikace mikroorganism( zaloZzeny na kultivacich patfi mezi ¢asto pouzivané
mikrobiologické metody, obzvlasté v pfipadé anaerobnich mikroorganismd vyskytujicich se
v podzemni vodé ¢i bentonitu. Metoda vychazi z pfipravy médii specifickych pro jednotlivé
funkéni skupiny mikroorganism(: denitrifikacni bakterie, siran-redukujici bakterie, Zelezo-
redukujici bakterie, mangan-redukujici bakterie, autotrofni acetogeny, heterotrofni acetogeny a
autotrofni a heterotrofni metanogeny. Pfesné sloZeni kultivacnich médii je popsano v publikaci
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(Hallbeck and Pedersen, 2008). Inokulace vzorku stejné jako samotna kultivace probiha za
anaerobnich podminek, tj. v rukavicovém boxu. Jsou pfipravena definovana fedéni testovaného
vzorku v dané zivné pudeé, vzorky jsou anaerobné kultivovany a pfitomnost pozitivnich fedéni je
nasledné vizualné odecitana, nebot tvorbou urc€itych metabolitd ¢i naopak spotfebovanim
substratu dojde k barevné zméné média (Obr. 10).

Hlavni nevyhodou tohoto postupu je jeho velka ¢asova naro¢nost — kromé prvotniho zpracovani
vzorku, které musi probéhnout v den odbéru vzorku ¢&i nejpozdéji nasledujiciho rana (Hallbeck
and Pedersen, 2008), je ¢asové narotna predevs§im samotna kultivace, ktera trva 8-12 tydnu.
Daldi nevyhodou je, Ze zahrnuje pouze mikroorganismy, které jsou na danych médiich
kultivovatelné. Naopak vyhodou této metody je to, Ze méfi pouze zivé buriky a nezahrnuje do
celkovych €isel mrtvou biomasu.

Metoda byla v minulosti ¢asto pouzivana (napf. (Stroes-Gascoyne et al., 2007; Pedersen et al.,
2008; Hallbeck and Pedersen, 2012; Vandieken et al., 2012; Vandieken and Thamdrup, 2013),
protoze je schopna zachytit jednak mnozstvi mikroorganismu, ale zaroven popsat i funkéni
sloZzeni mikrobialniho spoleCenstva. V poslednich letech byva nahrazovana modernéjSimi
postupy diky rozvoji novych robustnich sekvenaénich metod &i dalSich pfistupl jako je FISH &i
SIP (viz nize), byt jako zalozni metoda je pouzivana i v recentnich studiich (Smart et al., 2017,
Haynes et al., 2018; Taborowski et al., 2019).

- 10 mL 1mL 0.1 mL
W

Inoculate 10 mL Inoculate 1 mL Inoculate 0.1 mL
in each tube in each tube in each tube

Original sample
of pond water

Incubate at 37 °C for 24 hours

5 positive tubes 2 positive tubes 0 positive tubes
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Obr. 10 Princip metody MPN podle microbeonline.com

3.1.4 Kvantitativni PCR (qPCR)

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (oznacovana jako Real-time PCR nebo gqPCR) je
metoda zaloZena na principu klasické PCR. Na rozdil od ni v8ak umozZfiuje kvantifikaci
sledovaného useku DNA. Pfi bézné PCR se analyzuje az vysledny produkt po probéhnuti celé
reakce. Pfi qPCR je zaznamenavan kazdy cyklus PCR ve skute¢ném Case pomoci detekce
narlstu fluorescenéniho signalu. Do qPCR reakce jsou pfidavany fluorescencni latky, které se
vazi specificky nebo nespecificky na amplifikované useky DNA. V nejjednodusSim systému je
pouzivana fluorescencni barva, ktera se nespecificky vaze na dvouvlaknovou DNA (napf. SYBR
Green ¢&i EvaGreen) a intenzita fluorescenéniho signalu je tedy pfimo Umérna koncentraci
dvojvlaknové DNA po probéhnuti kazdého cyklu. Alternativné je mozné pouzit specifické sondy,
které se vazi na specifické uUseky DNA na principu komplementarni DNA. Z narustu
fluorescencéniho signalu po kazdé reakci je pak mozné stanovit tzv. Cq (Ct) hodnotu, coz je pocet
cykll PCR nutnych k dosazeni hrani¢niho fluorescenéniho signalu na detektoru. Hodnoty Cq jsou
tedy nepfimo umérné pocatecCni koncentraci DNA templatu.

Kvantitativni PCR je bézné pouzivanou metodou ve vSech odvétvich biologie, kde je potfeba
stanovovat mnozstvi kopii genli a genovou expresi. V pfipadé environmentalni mikrobiologie je
gPCR pouzivana ke kvantifikovani pfitomnych mikroorganismu, a to bud celkové mikrobialni
biomasy za pomoci kvantifikace genu pro 16S rRNA, nebo konkrétnich skupin mikroorganismu
pomoci specifickych gent (napf. SRB, NRB, atd.). Pfiklady nami pouzivanych specifickych gent
jsou uvedeny v Tab. 10. Absolutni kvantifikace je pfi pouziti gPCR mozna pouze porovnanim
vyslednych Cq hodnot s Cq hodnotami standartu ve standartni kfivce, pficemz ziskat relevantni
standart pro environmentalni vzorky, které obsahuji smés rliznych mikroorganismu o neznamych
pomeérech, je velice obtizné (Dhanasekaran et al., 2010). V publikacich vSak bohuZel nepfesnost
timto vznikla nebyva zpravidla nijak oSetfena a bézné se vyuzivaji standarty, jeZ obsahuji pouze
jedinou sekvenéni variantu studovaného genu, coz muze vést k vysokym rozdilim v efektivité
amplifikace (Gaby and Buckley, 2017).

Tab. 10 Priklad qPCR primert pouzivanych pro kvantifikaci mikrorganismi v podzemi na TUL

Primer Sekvence 5'-3' Specifita zdroj
RH1-dsr-F GCCGTTACTGTGACCAGCC | SRB:gen kédujici | Ben-Dovetal
disimilaéni 2007
RH3-dsr-R GGTGGAGCCGTGCATGTT (dsrA) 2007
nosZz-F CGYTGTTCMTCGACAGCCAG Geets et al.
NRB: gen kOdUJICII 2007
disimilaéni N.O
nosZ 1622R CGSACCTTSTTGCCSTYGCG reduktazu Geets et al.
2007
Geo494F AGGAAGCACCGGCTAACTCC Geobacteraceae Holmes et al.
(IRB) — 16S rRNA 2002
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Geo825R TACCCGCRACACCTAGT Anderson et al.
1998
16SAPCRF | 1CCTACGGGAGGCAGCAGT Viechny bakterie: Nadk;(;g'zet al
univerzalni 16S
16SqQPCR-R | GGACTACCAGGGTATCTAATC 'RNA primery | Nadkarni et al.
CTGTT 2002

3.1.5 Droplet digital PCR

Novou PCR metodou umozniujici absolutni kvantifikaci kopii cilovych gena je droplet digital PCR
(ddPCR). Tato metoda je zaloZzena na pouZziti emulze vody v oleji. Vzorek DNA je nafedén a
emulzifikovan tak, ze v kazdé kapic¢ce je obsazena pravé jedna molekula DNA. Tento krok je
kliCovou soucasti celého procesu. Nasledna PCR reakce za pouziti specifickych primerd, jako je
popsano v Tab. 10, probéhne mnohokrat nezavisle v jednotlivych kapkach. Pokud je v dané
kapce pfitomna DNA obsahujici spravny templat, dojde k jeho amplifikaci. Pokud neni, PCR
neprobéhne. Pfi pouziti fluorescencni barvicky podobné jako vyse (kap. 3.1.4) dojde v zavérecné
separacni fazi ke snadnému roztfidéni na kapic¢ky obarvené (tedy obsahujici amplifikovanou
DNA), nebo neobarvené (Obr. 11). Vysledek je nasledné statisticky zpracovan a vystupem jsou
hodnoty pocatecni koncentrace studovanych DNA templatll ve vzorcich bez nutnosti pouziti
standartd jako u gPCR. (Hindson et al., 2013) porovnal absolutni kvantifikace pomoci gPCR a
ddPCR a zjistil, ze ddPCR oproti gPCR poskytuje kvalitnéjsi a reprodukovatelngjsi vysledky pfi
zachovani stejné sensitivity.

1. MAKE 2. CYCLE 3. READ

Obr. 11 Princip ddPCR. Dle (Hindson et al., 2011)

Pouziti této metody je zminovano v novéjSich bentonitovych pracich, napf. (Bengtsson et al.,
2017Db). Dale byla metoda vyuzita pro analyzy vzorku biofilmu v laboratornich experimentech ve
zpravé SKB (Chukharkina et al., 2017). Pro vzorky podzemni vody v souvislosti s projekty
s planovanymi ulozisti radioaktivnich odpadl metoda prozatim vyuzita nebyla, avSak byva
vyuzivana pro vzorky (podzemnich) vod v kontamina¢ni mikrobiologii (Cao et al., 2020; Crain et
al., 2021). Je realné oCekavat, ze v brzké dobé se pravdépodobné stane masivné vyuzivanym
nastrojem pro kvantifikaci mikrobialnich komunit.
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3.2 Studium kvalitativniho slozeni mikrobialnich spole¢enstev

3.2.1 Amplikonové sekvenovani oblasti 16S rRNA genu (rDNA)

Sekvenovani 16S rRNA genu patfi diky rozvoji NGS technik v souCasné dob& mezi jednu
z nejbéznéjSich mikrobiologickych metod pro odhaleni diverzity mikroorganismu ve studovanych
vzorcich. Tato metoda je zaloZend na existenci variability v sekvenci genu kodujici malou
ribozomalni podjednotku (16S rRNA), jez umoznuje rozliSovat mezi jednotlivymi taxonomickymi
urovnémi bakterii. Ze studovaného environmentalniho vzorku je izolovana DNA, ta obsahuje
smeés DNA vSech organismU pfitomnych ve vzorku. Pomoci primert specifickych pro kratky usek
genu kédujiciho malou ribozomalni podjednotku (16S rRNA) bakterii a archea dojde v PCR reakci
k namnozeni tohoto Useku. Metodami NGS je u jednotlivych amplifikovanych Usekd nasledné
preCtena presna sekvence bazi a ta je na zakladé porovnani s vefejné dostupnou databazi
pfifazena konkrétnimu druhu, pokud v databazi existuje. Problematika metod zaloZenych na DNA
a dalSich nekultivacnich pfistupl pro detekci mikrobialniho sloZeni v bentonitovém prostfedi je
podrobné rozebirana v (Mijnendonckx et al., 2021).

Pfestoze je tato metoda Siroce pouzivana a ma své nesporné vyhody, vysledky mohou byt
v kontextu problematiky HU odchylené od skuteénosti diky nékolika nepfiznivym jeviim. Vefejné
dostupné databaze obsahuji obrovské mnozstvi sekvenci, pfesto v nich mnoho rod a druhd
mikroorganismi neni zaneseno, protoze patfi mezi nekultivovatelné nebo dosud nepopsané
mikroorganismy. Naprosta vétSina mikroorganismi z environmentalnich vzorkd patfi mezi
nekultivovatelné organismy (viz kap. 3.1.2) a jejich sekvence pak nemohou byt pfifazeny a
uréeny. DalSim problémem je, Ze se DNA dobfe vaze na povrch bentonitu, coz obecné velice
znesnadfiuje jeji extrakci ze studovanych vzork(, obzvlasté v pfipadé kompaktovaného
bentonitu, kde je denzita bunék mala (Bagnoud et al., 2016a; Engel et al., 2019a; Poulain et al.,
2008). S timto jevem dale souvisi problematika pfitomnosti extracelularni DNA, ktera se muze
uvolnit rozpadem mrtvych bunék (Alawi et al., 2014) a na povrchu bentonitu dlouhodobé
stabilizovat (Engel et al., 2019a). Prestoze se oCekava, Ze je takovato ,mrtva“ DNA z dlvodu
nedostatku Zivin v prostfedi nejspiSe dale rychle recyklovana jinymi mikroorganismy (Bagnoud et
al., 2016c; Lopez-Fernandez et al., 2018b), mlze teoreticky vyznamnym zpusobem znepresnit
detekci metabolicky aktivnich mikroorganismu ve studovanych vzorcich (Lopez-Fernandez et al.,
2018b) a zvySuje tlak na vyvoj genetickych metod umoznujicich pfesnéjsi rozliSeni metabolického
stavu detekovanych mikroorganismu (viz kap. 3.3). V oligotrofnich systémech podzemnich vod
je vSak obvykle neziva biomasa v podstaté okamzité zkonzumovana jinymi mikroorganismy, a
proto k vySe popsané diskrepanci realné nedochazi (Lopez-Fernandez et al., 2018a)

3.2.2 Metagenomika vs. metatranskriptomika

Metagenomika a metatranskriptomika pfedstavuji dvé velmi moderni a pokroc€ilé metody studia
kvalitativniho slozeni mikrobialnich spoleCenstev. Metagenomika je metoda, ktera umoznuje
stanovit funkéni potencial mikrobialni komunity (Bikel et al., 2015) tak, Ze (zjednoduSené fe€eno)
analyzuje celé genomy mikroorganismu pritomnych ve vzorku (tedy vSechny, i neexprimované,
geny). Pracuje s DNA, na rozdil od metatranskriptomiky, ktera se zaméfuje na RNA.
Metatranskriptomika poskytuje informace o pravé exprimovanych genech a pouziva se tedy pro
popsani realného funk&niho profilu mikrobialni komunity (Aguiar-Pulido et al., 2016) (v zasadé
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ukazuje, co se pravé v mikrobialnim spoleenstvu déje). Jednofetézcova molekula RNA je ve
srovnani s DNA vyrazné méné stabilni, a proto pfedstavuji metatranskriptomické studie znacnou
metodickou vyzvu. Metatranskriptomické metody predstavuji pfistup, ktery se pouziva i pro
odliSeni aktivni frakce mikrobialni komunity, a proto jsou informace o studiich, ve kterych byly
pouzity, popsany v nasledujici kapitole. Pro vyzkumné ucely je obzvlasté zajimava je kombinace
metagenomiky a metatranskriptomiky, jelikoz prvni metoda popisuje potencial mikrobialni
komunity, zatimco druha stanovi to, co je z tohoto potencialu v realném Case (napf. za riznych
podminek) vyuzito.

Metagenomika byla vyuZita pro vzorky puklinové vody z kvarcitu z hloubky 3 km v praci
(Magnabosco et al., 2016). V praci (Hubalek et al., 2016) byla vyuzita na analyzy vzorku
podzemnich vod v Aspd HRL a potvrdila tak potencial mikrobialni komunity pro fixaci dusiku a
uhliku, redukci sirant, oxidaci sulfidd a fermentaci. (Bagnoud et al., 2016b) pouzili
metagenomicky pfistup k analyze vzork( pérové vody obsahujici jilové Castice.

3.3 Studium aktivni frakce mikrobialniho spolecenstva

Jak jsme zminili vySe, studium metabolicky aktivnich mikroorganismu v prostfedi hlubinného
ulozisté je zcela zasadni pro pochopeni jejich potencialniho negativniho vlivu na jeho
dlouhodobou bezpecénost a stabilitu. Pro studium sloZeni mikrobialniho osidleni se v sou€asnosti
nejCastéji pouzivana amplikonové sekvenovani oblasti 16S rRNA, které vSak nemusi vzdy nutné
zachytit Zijici (a tedy i metabolizujici) mikroorganismy, jak bylo prokazano napf. v praci (Lopez-
Fernandez et al., 2018b), viz kap. 3.2.1. V poslednich letech zalinaji byt pouzivany nové pfistupy,
které sméfuji k odlideni aktivni &asti mikrobidlniho konsorcia — jedna se pfedevdim o
transkriptomické studie (vyuzivajici sekvenaci RNA), vyuziti PMA (propidium monoazid) ¢i stable
isotope probing (izotopoveé znacéeni, kap. 3.3.3.2).

3.3.1 Studium (meta)transkriptomui

Transkriptom, tj. kompletni set RNA transkripti, podava informace o metabolicky aktivnich
burnikach, protoze mRNA je zakladnim bunécnym prekurzorem pro syntézu vesSkerych bilkovin a
metabolicky aktivni bufika tedy mRNA neustale tvofi. RNA je jednofetézcovou molekulou, ktera
je ve srovnani s dvouretézcovou DNA vyrazné méné stabilni (rozklada se v fadu nékolika malo
hodin) a jeji pfitomnost je tak jednoznaénym dikazem metabolické aktivity. Na druhou stranu

viev s

V pfipadé transkriptomiky je ze studovaného vzorku vyizolovana kompletni RNA, ta je v procesu
revezni transkripce pfepsana do mnohem stabilngjSi DNA (tzv. cDNA) a dale zpracovana
obvyklymi zptsoby DNA metod. Transkriptom je termin obvykle pouzivany pro pfipady, kdy jsou
hodnoceny vzorky Cistych kultur, zatimco metatranskriptomika zahrnuje cela mikrobialni
spoleCenstva. Prvni metatranskriptomicka studie vénujici se oblasti hluboké biosféry (,deep
biosphere®) byla publikovana teprve nedavno (Orsi et al., 2013). Anaerobni vzorky sedimentu
byly odebirany pobfeznich oblasti v Peru. Ve vzorcich byly zji§tény vSechny tfi hlavni domény
Zivota (eukaryota, bacteria a archea), dale byly popsany hlavni probihajici metabolické procesy.
Prvni vyznamnou transkriptomickou studii souvisejici s planovanymi HU je prace (Lopez-
Fernandez et al., 2018b), ve které byly studovany dva vzorky podzemnich vod z Aspd HRL. Autofi
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potvrdili, Ze ve studovanych vzorcich byly metabolicky aktivni zastupci vSech tfi hlavnich Zivotnich
domén.

Prestoze by studium transkriptomu v prostfedi bentonitll vyznamnym zplusobem napomohlo
odhaleni metabolicky aktivhich mikroorganismd a jejich odliSeni od mrtvé DNA ¢i DNA
z dormantnich stadii, coz je obzvlasté dulezité v prostfedi kompaktovaného bentonitu, kde je
nez DNA a ztohoto duvodu nejsou dosud publikované prace zalozené na RNA v prostiedi
bentonitu.

3.3.2 Propidium monoazid (PMA)

Propidium monoazid je latka, které se vystavuje ziskana DNA pifed PCR amplifikaci. Jedna se o
fotoreaktivni barvivo, které se s vysokou afinitou vaze na DNA, avSak neprostupuje bunéénou
membranou. DNA modifikovana pomoci PMA nemUze byt nasledné amplifikovana, ¢ehoz se
vyuziva pro odliSeni zivych a mrtvych bunék. Ve své praci ho vyuZili (Lopez-Fernandez et al.,
2018a). Autofi uvadi, ze v environmentalnich vzorcich tfech studovanych podzemnich vod z Asp6
HRL nepozorovali vyrazny rozdil (ani kvantitativni ani kvalitativni) mezi vzorky PMA oSetfenymi a
neodetienymi. Toto zjisténi vysvétluji tim, Ze ve vyrazné oligotrofnim prostfedi dochazi k velmi
rychlé recyklaci biomasy, diky éemuz nezlstavaji v prostfedi vyznamna rezidua DNA z mrtvych
bunék.

3.3.3 Analyza metabolickych produktui

Metabolicka aktivita bakterii je jednoznacnou znamkou jejich pfitomnosti a Zivotaschopnosti.
Mikrobialni aktivita je nejspolehlivéji méfena nepfimo pomoci detekce mnozstvi a obratu
nékterého z metabolickych produktl jako je ATP, acetat, kyslik i sulfan (Bengtsson and
Pedersen, 2017a; Pedersen, 2017). Obecné jsou tyto metody vhodné pro detekci metabolické
aktivity konkrétnich skupin mikroorganismu, ale nejsou pfili§ vhodné pro jejich presnou
kvantifikaci, protoze k tomu je tfeba znat miru, jakou studovana latka vznika v jednotlivych
bufkach. Tu je jednak pomérné obtizné zjistit a navic byva rlzna v zavislosti na velikosti a
metabolickém stavu jednotlivych bunék. Napfiklad v prostfedich Zivinami chudych jsou buriky
obvykle mnohem menSi nez v prostfedich bohatych na Ziviny (Jergensen and Boetius, 2007)
Pfesto se s odhadem mnozstvi bunék ve vzorku na zakladé pfepodtu detekovaného mnozstvi
metabolickych produktl v publikacich bézné setkavame.

3.3.3.1 Analyza ATP

Mé&reni mnozstvi pfitomné biomasy pomoci molekuly ATP (adenosin trifosfat) bylo v kontextu
praci zaméfenych na hluboké podzemni vody poprvé pouzito v publikaci (Eydal and Pedersen,
2007). Molekula ATP je v burnikach vyuzivana (velmi zjednoduSené fe€eno) jako uUschovna
energie. Pro méfeni mnozstvi ATP jsou vyuzivany komeréné dostupné Kity. V praci (Eydal and
Pedersen, 2007) byly vysledky méfeni ATP srovnany s jinymi metodami pouzivanymi pro
kvantifikaci mikroorganismu (pfimé pocitani bunék a MPN) a vysledky prokazaly, Ze si jednotlivé
hodnoty vzajemné pfiblizné odpovidaly. Metoda ATP nicméné zachycuje metabolicky aktivni
bunky a jeji mnozstvi je korelovano s objemem bunék, tzn., Ze menSi bunky €i buriky, které nejsou
ve svém fyziologickém optimu, vykazuji nizSi hodnoty koncentrace ATP (Eriksson et al., 2016).
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Mé&reni ATP je tak relevantni pouze pokud je kalibrovano na mnozstvi bunék zjisténych napfiklad
pomoci pfimého barveni (Hammes et al., 2010). Metoda byla vyuzivana pfedevsSim Svédskymi
autory (Hallbeck and Pedersen, 2008, 2012; Pedersen et al., 2008; Eriksson et al., 2016;
Chukharkina et al., 2017), jinak byla vyuZivana pouze vyjimecné (S. Stroes-Gascoyne et al.,
2011a; Wouters et al., 2013; Mijnendonckx et al., 2019).

Stejné jako v pfipadé fluorescenéniho znaceni i ATP detekce silné interferuje s bentonitem
(bentonit na svém povrchu ATP efektivné vyvazuje) a tato metoda je proto vhodna pouze pro
vzorky podzemnich vod bez koloidnich €astic, popfipadé pro bunky extrahované z bentonitu, jak
bylo popsano v kap. 3.1.4 a 3.1.5.

3.3.3.2 Znaceni pomoci stabilnich isotopt (stable isotope probing, SIP)

Znaceni pomoci stabilnich isotopl byva vyuzivano v pfipadech, kdy je tfeba definovat aktivni ¢ast
populace, ktera metabolizuje urcitou (isotopové oznacenou) latku. Pokud je do prostfedi dodan
stabilné oznaceny substrat, tak ho mikroorganismy zac¢nou metabolizovat a zacleni ho do svych
bunék. Nasledné je jeho pfitomnost detekovana rliznymi zplsoby.

Jednou z moznosti je pomoci centrifugace oddélit oznacenou €ast ziskané biomasy a nasledné
ji analyzovat riznymi postupy (Coyotzi et al., 2016). Jednak takto mohou byt ziskavany celé
genomy a zjiStovany tak kompletni sady genu podilejici se na metabolismu dané latky, dale
mohou byt vzorky analyzovany pomoci amplikonového sekvenovani oblasti 16S rDNA, ¢imz je
definovana mikrobialni diverzita schopna danou latku metabolizovat. Zjednoduseny princip SIP a
moznosti naslednych molekularné biologickych metod je znazornén na Obr. 12. Metody
vyuzivajici SIP jsou hojné vyuzivany pFfedevSim v pracich zaméfenych na kontaminacni
mikrobiologii (napf. (Kasai et al., 2006; Uhlik et al., 2009; Jones et al., 2011; Liu et al., 2021)),
vyuzity vSak byly jiz i v praci zaméfené na problematiku hlubinnych ulozist. V praci (Kutvonen et
al., 2015) byl pouzit isotop *N ke studiu mikrobialni komunity metabolizujici dusik ve finském
Olkiluoto. V pracich (Vandieken et al., 2012; Vandieken and Thamdrup, 2013; Nuppunen-Pupultti
et al., 2018) byl pouzit znaCeny acetat k zachyceni mikroorganismi v podzemnich vodach
schopnych oxidovat acetat. Jedna se o publikace, které nejsou pfimo zaméfené na problematiku
hlubinnych ulozist, avSak i pfesto jsou pro ni relevantni.
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Obr. 12 Schematické znazornéni molekularné-biologickych metod vyuZivajicich znaceni pomoci stabilnich
izotopt (prevzato z Coyotzi et al., 2016)

Jinym z moznych modernich pfistupl pro detekci mikrobialni aktivity, zalozeném na vyuziti
radioizotopu *°S, je téZ sledovani mikrobialni produkce sulfanu, cozZ je metoda ¢asto pouzivana
predevSim ve Skandinavii v detekci aktivity SRB ve vzorcich kompaktovanych bentonitd.
Mikrobialni produkce sulfanu detekovana pomoci pfidavku radioaktivné znaceného *°S0,* a
nasledného zabudovani radioaktivné znacené siry do vznikajiciho CuS na povrchu médénych
kuponu klesala se zvySujici se objemovou hmotnosti u MX-80 (Masurat et al., 2010a; Pedersen,
2010). Na zakladé poklesu detekovaného CuS byly i vytyCeny limitni hodnoty objemovych
hmotnosti pro aktivitu SRB i pro rizné dalSi typy bentonitd (Bengtsson and Pedersen, 2017a;
Haynes et al., 2019; Taborowski et al., 2019).

3.3.4 FISH, CARD-FISH

DalSi skupinou metod, které umozriuji velmi citlivou detekci bakterii v€etné jejich klasifikace a
stanoveni metabolické aktivity, je fluorescencni in-situ hybridizace (FISH) a jeji rizné modifikace.
Tato cytogenetickda metoda kombinuje fluorescenéni mikroskopii s genetickymi metodami a
vyuziva fluorescen&nich sond, které se vazi na konkrétni useky chromosomu s vysokym stupném
komplementarity. FISH je tedy uzivana pro mikroskopickou detekci a lokalizaci specifické DNA ¢i
RNA sekvence v genomech prokaryot i eukaryot. VyuZiti FISH v environmentalni mikrobiologii
vS8ak neni snadné, protoze buriky bakterii zvlasté z chudych prostfedi hluboko pod povrchem trpi
Casto nedostatkem Zivin a jsou proto malé ¢i pomalu rostouci (Burgess, 1997; Jgrgensen and
D’Hondt, 2006), coz znesnadriuje jejich mikroskopikou detekci. Pro ucely zkoumani takovychto
vzorku je tedy vhodné pouzit modifikaci FISH metody nazyvanou CARD-FISH (catalyzed reporter
deposition fluorescence in-situ hybridization), kdy je do FISH reakce pfidavan tyramidovy
fluoroforovy konjugat spolu s peroxidazou z kfenu selského. Peroxidazova aktivita umozni
navazani velkého mnozstvi tyramidového flouroforu na rizné aromatické molekuly napf. v DNA
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a tim vyznamné zvySuje fluorescencni signal a detekci obecné (Obr. 13). Pouziti této metody
v environmentalni mikrobiologii je shrnuto v reSersi (Kubota, 2013).
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Obr. 13 Princip metody FISH a jeji modifikace CARD-FISH zvyS$ujici ucinnost detekce, upraveno dle
(Kubota, 2013)

Metoda byla uspé&sné pouzita pro vzorky hlubokych podzemnich vod z podzemni laboratofe
v Grimselu v praci (Konno et al.,, 2013). Dale byla metoda optimalizovana pro vzorky hornin
(z vrtnych jader) z rlznych hloubek z oblasti Iberského pyritového pasu (Escudero et al., 2018).
(Pernthaler et al., 2002) optimalizoval CARD-FISH metodu pro pouziti na detekci zivych bakterii
v morském sedimentu a nasledné (Schippers et al., 2005) podle tohoto protokolu ukazal, ze velika
Cast bakterii i ve velice starych podmofrskych sedimentech je Ziva, a odhadl, ze generaéni &as
mikroorganismU v téchto sedimentech se pohybuje mezi nékolika mésici az 22 lety. (Stroes-
Gascoyne et al., 2011b) vyuzili metodu CARD-FISH pro analyzu hlubinnych podzemnich vod a
ukazali, ze 10-30 % bunék je Zivotaschopnych a aktivnich. Popisovana metodika byla testovana
tez v prostfedi bentonitu. (Stroes-Gascoyne et al., 2007) zkoumali vyskyt a metabolickou aktivitu
pfirozenych mikroorganismu ve vrtnych jadrech z Opalinus Clay v Mont Terri, ale pomoci CARD-
FISH nenalezli Zadné Zivé mikrobialni buriky, coZ naznacuje, Ze mnozstvi aktivnich bunék v tomto
jilovém materialu je velice nizké, jak ukazuji téz dalSi kultivacni a genetické metody. Zarover je
v8ak mozné, Ze tato metoda bude v bentonitovém prostfedi omezena interferenci s bentonitem
stejné, jako je tomu u epifluorescenéni mikroskopie, viz kap. 3.1.1.

3.3.5 PLFA

Dalsi na kultivacich a genetickych pfistupech nezavisla metoda je analyza fosfolipidovych
mastnych kyselin (PLFA). Fosfolipidové mastné kyseliny tvofi zakladni slozku bunéénych
membran. PLFA jsou pfitomné pouze v Zivotaschopnych burnkach s nepoSkozenou bunécnou
sténou. Po smrti bufiky jsou PFLA v fadu nékolika malo hodin degradovany pomoci bunéénych
enzymU na digliceridy (White and Ringelberg, 1997), proto se predpoklada, ze PLFA analyza
detekuje Zivotaschopné buriky. Na druhou stranu neni dosud spolehlivé prokazano, zda se PLFA
vazi na povrchy jilovych materialt a zda se tim pfipadné stabilizuji, podobné jako je tomu u DNA.
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Pokud by tomu tak bylo, PFLA analyza by opét zaznamenavala i mrtvou biomasu (Stroes-
Gascoyne et al.,, 2007). Slozeni PLFA je specifické pro rizné skupiny mikroorganism(. Na
zakladé detekovaného fosfolipidového profilu je tedy mozné usuzovat na mikrobialni slozeni
studovaného vzorku a zZivotaschopnost pfitomnych bunék (White et al., 1979). Ze zjiSténé celkové
koncentrace PLFA ve vzorku lze také usuzovat na mnozstvi zivotaschopnych bunék pfi pouziti
ekvivalentu obsahu PFLA na bunku (Simcha Stroes-Gascoyne et al., 2011; Engel et al., 2018).
V praci (Horn et al., 2004) byla metoda vyuzita k detekci a kvantifikaci zivotaschopnych bunék
v horninach v oblasti lokality planované pro budouci Ulozisté radioaktivnich odpadt, dale byla
pouzita pro vzorky vrtnych jader a podzemni vody z Henderson Mine v Colaradu z hloubek
vétsich nez 1000 m. Metoda PLFA byla aplikovana i v pracich analyzujici vyhradné podzemni
vody v souvislosti s planovanymi HU (napf. (Stroes-Gascoyne et al., 2011a) ), b&Zné je vyuzivana
pro vzorky podzemnich vod v kontaminacni mikrobiologii (napf. (Lhotsky et al., 2017; Yan et al.,
2020)). (Mauclaire et al., 2007; Stroes-Gascoyne et al., 2007) pouzivali analyzu PLFA pro detekci
Zivotaschopnych bunék v Opalinus Clay a na zakladé této analyzy zjistili, Ze ve vzorcich
dominovaly anaerobni Gram-negativni skupiny mikroorganism( a byli zde detekovani zastupci
SRB. (Simcha Stroes-Gascoyne et al., 2011) experimentalné ovéfili, ze se vzristajici suchou
objemovou hmotnosti kompaktovaného bentonitu se vyznamné snizuje kultivovatelnost
pfirozenych mikroorganismd, jejich zivotaschopnost detekovana pomoci PLFA se vSak snizuje
podstatné méné. Tento vysledek naznacuje, Ze potencial pro budouci metabolickou aktivitu se
kompaktovanim bentonitu pfili§ nesnizuje. (Engel et al.,, 2019a) analyzovala vzorky
kompaktovaného MX-80 z in-situ experimentu pomoci riznych metod. PFLA analyza ukazala, ze
slozeni vzorkl kompaktovaného bentonitu se liSi od praskového bentonitu a v kompaktovaném
bentonitu byla diverzita PFLA vyrazné nizSi. Pfepalenim bentonitu dojde k degradaci vétSiny
PFLA a takovyto bentonit tedy muze slouzit jako negativni kontrola pfi extrakci PFLA. Ze slozeni
PFLA bylo téZ mozné usoudit na pfitomnost SRB a pravdépodobné téz hub (Obr. 14).
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Obr. 14 Slozeni PLFA ve vzorcich kompaktovaného bentonitu zin-situ experimentu (Module 1 a 2),
v pré$kovém MX-80 a v kontrolnim MX-80 vystaveném 450 °C. Zluté znadené PFLA (i-15:0) jsou specifické
pro SRB, fialové (18:2"9,12) pak pro houby, dle (Engel et al., 2018)
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4 Mikroorganismy vyskytujici se v prostredi budouciho
HU pfirozené

Mikrobialni diverzita podzemnich ekosystémU je tématem intenzivné studovanym predevSim
v poslednich dvou desetiletich, nicméné i pfesto se stale jedna o mikrobiologicky nejméné
prozkoumané prostifedi na Zemi (Drake et al., 2017; Lopez-Fernandez et al., 2018b, 2018a; Orsi
et al., 2013). Dosavadni vysledky vyzkumu dokazuji, Ze mikroorganismy jsou vSudypfitomné. Dle
odhadll se v podzemi vyskytuje az 20 % celkové biomasy vyskytujici se na planeté Zemi
(Magnabosco et al.,, 2016; McMahon and Parnell, 2014). Na druhou stranu vSak podzemni
ekosystémy predstavuji typicka vyrazné oligotrofni prostfedi (napf. (Lopez-Fernandez et al.,
2018b; Magnabosco et al.,, 2016; Nuppunen-Puputti et al., 2021), tj. prostfedi ve kterych se
vyskytuje velmi malé mnozstvi zivin, coz limituje i mnozstvi mikroorganismu se zde vyskytujicich.
Zivot byl prozatim potvrzen z maximalni hloubky 5278 m ve vrtu Gravberg-1 v Siljanu ve Svédsku
(Szewzyk et al., 1994).

Podzemni ekosystémy se daji klasifikovat na zakladé prevladajiciho zdroje uhliku. Organismy
Zijici v mélgich &astech (bud pfimo pod povrchem nebo v hlubSich oblastech propojenych
puklinovym systémech) vyuzivaji organicky uhlik vazany na povrchu fotosyntézou (napf.
(Hubalek et al., 2016). Oproti tomu mikroorganismy, které Zziji hluboko v podzemi, jsou na
organickém uhliku vazaném na povrchu fotosyntézou nezavislé (Edwards et al.,, 2012).
V souc€asné dobé pfevazuje nazor (napf. Momper et al., 2017), Ze coby donor elektronl (a tedy i
zdroj energie) hraje v hlubokém podzemi ustfedni roli H, (viz Obr. 15), ktery vznika
pravdépodobné radiolyzou vody (Lin et al., 2005b, 2005a) ¢&i jako vysledek mineralnich reakci
jako napf. serpentinizace (Brazelton et al., 2012) & oxidace minerald obsahujicich sulfidy
(Hofmann, 1992; Sleep et al., 2004), a Ze v nejhlubSich Castech podzemi je organicky uhlik
ziskavan homoacetogenezi a autotrofni metanogenezi, tedy z CO. (Nyyssénen et al., 2014;
Pedersen, 2010), viz také Obr. 15. V tomto kontextu je zajimavy nazor, Ze hluboka biosféra muze
dokonce predstavovat misto, kde vznikl Zivot (v kontrastu s dosavadni koncepci pfedpokladajici,
Ze zivot vznikl na povrchu Zemé v tzv. primordialni polévce). Dle Pedersena (Pedersen, 2010)
hypotézu o vzniku Zivota v podzemi podporuje fakt, Ze nejstarsi organismy na Zemi vyuZivaji
vodik jako zdroj energie a Ze jde zaroven o organismy, které preferuji podminky, které panuji
pravé v hlubokém podzemi.
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Obr. 15 Zjednoduseny model biosféry pohanéné vodikem, ktery pfedpoklada vyuZiti H, a CO; vyskytujicich
se v podzemi coby zdroje energie a uhliku. Pfevzato z (Pedersen, 2000)

Zdroje uhliku jsou tedy v podzemi rozli¢né: setkavaji se zde mikroorganismy, které oxiduji slozité
organické slouceniny s mikroorganismy, které naopak organicky uhlik fixuji z CO, a H»
(methanogenni a acetogenni mikroorganismy) a dale s mikroorganismy, které metabolizuji
jednoduché C1-C2 slouceniny. Stejné jako bylo popsano v pfedchozich kapitolach, i zde plati
stejné zakonitosti posloupnosti vyuzivanych terminalnich akceptoru elektronl: konkrétné Oz, NOs
, Mn (IV), Fe (lll), SO+*, S a nakonec CO,. Na Obr. 16 je znazornén model kolobéhu uhliku
spole¢né s jednotlivymi funk&nimi skupinami mikroorganismu dle prace (Hallbeck and Pedersen,

2008),
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Hydrolysis

Hydrolysis

Obr. 16 Schematické znazornéni moznych kolobéhu uhliku v podzemnich ekosystémech: pfevzato z prace
(Hallbeck and Pedersen, 2008)

Donedavna prevladal nazor, ze v extrémné oligotrofnich hlubokych podzemnich ekosystémech,
které jsou pohanény vodikem, hraji ustfedni roli siranovi reducenti, acetogenni bakterie, které
redukuji CO, na acetat, a metanogenni bakterie, které produkuji metan bud autotrofné (z COy)
nebo heterotrofné (z acetatu) (Hubalek et al., 2016; Moser et al., 2005). Poméry mezi témito
skupinami zavisi na podminkach, které na dané lokalité panuji (napf. Pedersen et al., 2014).

Vyznamnou roli v hlubokych podzemnich ekosystémech v3ak pravdépodobné hraji i dalSi (dfive
opomijené) skupiny mikroorganismu. Napf. v préaci (Lau et al., 2016) bylo prokazano, Ze v pérové
vodé z hloubky 1,34 km byly nejpodstatnéjSimi mikroorganismy autotrofové, ktefi oxidovali siru a
zaroven redukovali dusi¢nany. Tyto mikroorganismy byly doprovazeny dalSimi funk&nimi
skupinami. Autofi pfedpokladaji syntropické (tj. vzajemné uzce propojené a zaroven pro vSechny
vyhodné) zapojeni metanogennich, metanotrofnich a siran-redukujicich mikroorganisma.
Vyznamna role mikroorganismu podilejicich se na cyklech siry a dusiku (tentokrat spole¢né
s fermentujicimi mikroorganismy) byla potvrzena i v pracich (Hubalek et al., 2016) Ci (Beller et al.,
2006).

V hlubokych podzemnich ekosystémech byli opakované zjiSténi zastupci vSech tfech hlavnich
zivotnich domén (Obr. 17): archei, prokaryot i eukaryot (napf. Breuker et al., 2011; Drake et al.,
2017; Hernsdorf et al., 2017; Lopez-Fernandez et al., 2018b). Mimo to se zde v hojné mife
vyskytuji i viry (napf. (Anderson et al., 2011, Kyle et al., 2008), které mohou kontrolovat abundanci

a aktivitu ostatnich zde zijicich mikroorganismu (Pedersen, 2010).
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Obr. 17 Diverzita aktivni ¢asti mikrobialniho spoleCenstva zahrnujici tfi hlavni Zivotni domény ze tfech

vzorkt podzemnich vod z Aspé HRL (jednotlivé vzorky vod oznadeny barevnymi kole¢ky u jednotlivych
taxond. Prevzato z Lopez-Fernandez et al., 2018

Z prokaryotickych organism0 v podzemnich ekosystémech jednoznacné dominuje kmen
Firmicutes, nasledovan kmenem Proteobacteria (Hubalek et al., 2016; Magnabosco et al., 2016;
Momper et al., 2017; Nuppunen-Pupultti et al., 2021; Nyyssénen et al., 2014; Orsi et al., 2013;
Sahl et al., 2008). Firmicutes zahrnuji fermentujici mikroorganismy a siran-redukuijici bakterie
(Momper et al.,, 2017; Moser et al.,, 2005). Velmi zajimavy je vyskyt sinic v podzemnich
ekosystémech. Sinice jsou znamé jako fotosyntetizujici bakterie, avSak bylo prokazano, ze maji i
heterotrofni zastupce hojné se vyskytujici v hlubokém podzemi, jejichz metabolismus je zaloZen
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na fermentaci (Lazar et al., 2019). Dle prace (Momper et al., 2017) produkuji tyto heterotrofni
sinice Hy, ktery mlze byt dale vyuzivan mikroorganismy jako donor elektront (napf. v podzemi
se hojné vyskytujicim rodem Hydrogenophaga).

DalSi vyznamnou zivotni doménu hojné zastoupenou v podzemnich ekosystémech predstavu;ji
archea (Hernsdorf et al., 2017; Magnabosco et al., 2016; Moser et al., 2005). VétSina zastupcu
archei vyskytujicich se v podzemi jsou methanogenni mikroorganismy, které se obvykle vyskytu;ji
ve velkych hloubkach (Moser et al., 2005).

Ze zjisténych eukaryotickych mikroorganismu jsou pravdépodobné nejzajimaveéjsi houby (Drake
et al., 2021, 2017; Nuppunen-Puputti et al., 2021). Houby mohou zit anaerobné a produkovat Hy,
ktery muze dal stimulovat rist dalSich mikroorganism( — napf. metanogend (Drake et al., 2017)
&i pro HU nebezpeénych SRB (Drake et al., 2021). Dale mohou endolithické houby zvétravat
okolni horniny (Drake et al., 2021).

Vyznamnou charakteristikou hlubokych podzemnich mikrobialnich komunit je vysoka mira
zastoupeni tzv. kandidatnich linii (napf. (Hernsdorf et al., 2017; Lopez-Fernandez et al., 2018b;
Momper et al., 2017; Mullin et al., 2020), tj. skupin mikroorganism(, ze kterych nebyl dosud
vyizolovan zadny zastupce. Takovéto mikroorganismy neni obvykle mozné metabolicky ani jinak
charakterizovat, prestoze jsou €asto pro dynamiku celého mikrobialniho spoleCenstva uréujici.

4.1 Mikroorganismy vyskytujici se v podzemni vodé

4.1.1 Charakteristika mikrobialnich spolec¢enstev v podzemni vodé

Mikrobialni diverzita podzemnich vod je ovliviovana mnoha faktory. Hlavni roli hraji faktory
popsané v pfedchozi kapitole, jako jsou terminalni akceptory elektront (Pedersen et al., 2014),
donory elektront (Ino et al., 2016) a dostupné zdroje uhliku. S tim souvisi vliv hloubky na strukturu
mikrobialnich komunit, ktery byl prokazan napf. ve studiich (Hernsdorf et al., 2017; Ino et al.,
2016; Nyyssonen et al., 2014). Mimo tyto zakladni faktory hraji podstatnou roli i dalSi parametry.
Jednim z nich je, nakolik dochazi ke komunikaci s okolim, tj. kolik puklinovych systému se v okoli
studovaného vrtu vyskytuje. Pokud ke komunikaci s okolim nedochazi, tak jsou mikrobialni
komunity v daném vrtu unikatni; naopak pokud ke komunikaci dochazi, tak si jsou komunity
z rGznych vrt( vzajemné podobné (Nyyssonen et al., 2014).

Zajimavym zjiSténim je, Ze hluboké podzemni vody z rlznych €asti svéta si mohou byt svym
mikrobiologickym sloZzenim velmi podobné. (Ino et al., 2016) napf. porovnali mikrobidlni
spolecenstva podzemnich vod v Japonsku (Mizunami URL, vrty staré 3-4 roky) a v Grimsel Test
Site (vrty staré 14-25 let) a nalezli spoleCné charakteristiky, napf. vyskyt zastupcd kmene
Nitrospirae, ktefi se pravdépodobné vyskytuji vyluéné v takovychto hlubokych ekosystémech.
Obdobné vysledky byly pozorovany v praci (Momper et al., 2017).

DalSim prekvapivym zavérem nékterych studii je zjiSténi, ze chemismus podzemni vody nemusi
byt vhodnym prediktorem struktury mikrobialnich spoleenstev. Napf. v praci (Haveman and
osidleni nez chemismus podzemni vody. SRB se vyskytovaly v oblastech, kde se ve vyplnich
puklin vyskytovaly sulfidy Zzeleza, zatimco v Castech, kde tyto sulfidy chybély a vyskytovaly se
hydroxidy zeleza, tak dominovaly IRB.
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DalSi podobny pfiklad byl zdokumentovan v praci (Konno et al., 2013), kde byla srovnavana
mikrobialni diverzita ve ,starych” (14 a 25 let) a ,novych® (1-2 roky) vrtech v Grimsel Test Site.
Novéjsi vrty se liSily vysokym zastoupenim betaproteobakterii, ackoliv v hydrochemickych
parametrech si byly ,nové“ a ,staré“ vrty velmi podobné. V dalSich ¢&tyfech letech byly
mikrobiologické poméry v téchto vrtech nadale monitorovany a doslo k Ustupu betaproteobakterii
a nahrazenim zastupci kmene Nitrospirae (Ino et al., 2016). Z toho Ize usuzovat, Ze stabilizace
mikrobiologickych poméru ve vrtech po vyvrtani maze trvat i nékolik let. To je tfeba vzit v potaz
pfi planovani dlouhodobych in-situ experimentl. V zasadé tedy plati, Zze pro dlouhodoby
mikrobiologicky monitoring by mély byt vyuzivany starSi dlouho zavodnéné vrty, ve kterych
nedochazi k velkym zménam (coz odpovida i vysledkim a doporuc¢enim uvedenym ve zpravée
Steinova et al. 2021).

PFi hodnoceni mikrobialni aktivity v podzemnich vodach je tfeba si uvédomit, Ze ackoliv jsou
hluboké ekosystémy povazovany za stabilni, tak k dramatické zméné mikrobiologickych
parametril muze stacit zména jediného geochemického parametru. To bylo demonstrovano napf.
ve studii (Pedersen et al., 2014), kdy po pfidani siran0 do podzemni vody doSlo k
vyrazné pfeméné struktury mikrobialni komunity. Zarover doSlo i k narGstu mnozstvi mikrobialni
biomasy. Naopak v Mizunami URL byl po zapakrovani vrti pozorovan dramaticky ubytek biomasy
(Ino et al., 2016), coz je v souladu s vysledky mikrobiologickych analyz z Bukova shrnutych v
pfedchozi zpravé k tomuto projektu (Steinova et al., 2021). Tento vysledek poukazuje na citlivost
mikrobialnich komunit vyskytujicich se v podzemnich vodach vuci vnéjSim vlivim, a zaroven na
roli méné abundantnich mikroorganismu, které pfi zméné podminek mohou za velmi kratky ¢as
zacit dominovat v mikrobialnim spole€enstvu.

4.1.2 Metodika odbéru vzorki podzemni vody

Pro mikrobiologicky relevantni data je tfeba odebirat vzorky podzemnich vod ze
zapakrovanych anaerobnich zavodnénych vrtd. PFi vyhotovovani takovychto vrtd je tfeba se
zaméfit na minimalizaci rizika kontaminace vrtl v pribéhu vrtani. V kap. 4.2.2 je detailné popsano
vyuziti tracer, které mohou byt aplikovany i v pfipadé budovani vrtd slouzicich pro
mikrobiologicky monitoring ze vzork(l podzemni vody. Dale je doporu€ovano v prub&hu vrtani
pouzit vodu z okolnich vrtd (optimalné anaerobni) (Davidson et al., 2011, 2011; Moser et al.,
2005). Tuto vodu je mozné dokonce i skladovat v nadrzich naplnénych dusikem a nasledné
sterilizovat pomoci UV zafeni (Hallbeck and Pedersen, 2012). UV sterilizace spolecné se
striktnim dodrzovanim v8ech protikontaminacnich opatfenich vedlo ve studii (Hallbeck and
Pedersen, 2012) pfiblizné k stonasobnému poklesu mnozstvi kontaminujicich bunék.

V nékolika studiich byl sledovan vliv hloubky na strukturu mikrobialnich spoleCenstev (napf.
Hernsdorf et al., 2017; Ino et al., 2016; Nyyssoénen et al., 2014). Vliv hloubky byl studovan bud
pomoci zapakrovani jednotlivych intervall (Hallbeck and Pedersen, 2012; Haveman and
Pedersen, 1999; Hernsdorf et al., 2017; Ino et al., 2016; Suko et al., 2013) ¢i jednoduse
odebranim vzorkd pomoci specialniho vzorkovace, ktery se otevie a napini v pozadované
hloubce (obvykle v oblasti vyusténi zvodnélé pukliny) (Hallbeck and Pedersen, 2012; Haveman
and Pedersen, 1999; Nyyssonen et al., 2014). Oba zpUsoby odbérl spolehlivé odliSily jednotlivé
intervaly. Pfed odbéry ze zapakrovanych intervall je Zadouci nechat odtéct 3-5 nasobek objemu
z daného intervalu, aby se eliminoval vliv samotného zasahu do vrtu a pom(cek pro vzorkovani
(Hernsdorf et al., 2017; Ino et al., 2016).
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Mikroorganismy vyskytujici se v podzemni vodé je tfeba zachytit na filtrech. Existuje mnoho
pristupd, jak vzorky podzemni vody Zfiltrovat. Pro malé objemy vod jsou vhodné filtry Sterivex.
Tyto filtry byly pouzity napf. ve studiich (Brazelton et al., 2012; Casar et al., 2021; Miettinen et al.,
2015; Nyyssonen et al., 2014; Robador et al., 2016). Tento postup umoZznuje zpracovat vzorky
pfimo na lokalité a nasledné je zamrazit a prevézt do laboratofe k dalSimu zpracovani.

Obdobnou metodou je filtrace na lokalité pomaoci filtrovaci aparatury vyuzivajici vakuovou filtraci
(napf. (Sahl et al., 2008). Tento postup umoznuje filtraci vétdiho objemu vody, avSak vyZaduje
zakladni infrastrukturu.

Dal$i metodou odbéru vzorkl podzemni vody je umisténi vzorkovace k vystupu z vrtu. Tento
zpusob odbéru umoznuje filiraci vyrazné vétsSiho objemu vody (napf. 110950 | v praci
(Magnabosco et al., 2016) ¢i 86400 | ve studii (Lau et al., 2016)) a tedy i zachyceni vétSiho
mnozstvi biomasy. Takovyto odbér vsak trva dlouho (13 respektive 15 dnu; (Lau et al., 2016;
Magnabosco et al., 2016).

V poslednich letech bylo prokdzano, Ze mikroorganismy vyskytujici se v podzemnich
ekosystémech mohou byt adaptovany na stresujici podminky (napf. omezeny prostor, nedostatek
zivin atd.) malou velikosti, coz vede k tomu, Ze nejsou zachyceny v nej¢astéji pouzivanych filtrech
s porozitou 0,22 pym (napf. Wu et al., 2016). V navaznosti na toto zjisténi jsou v nékterych
recentnich pracich pouzivany filtry s porozitou 0,1 um (napf. (Lau et al., 2016; Lopez-Fernandez
et al., 2018b, 2018a).

4.2 Mikroorganismy vyskytujici se v horniné

4.2.1 Charakteristika mikrobialnich spole€enstev vyskytujicich se v horniné

VétSina bunék v hlubokém podzemi Zije pfisedle na povrsSich, nikoliv planktoné. Dle odhadu je
mnozstvi pfisedlych (sesilnich) bunék oproti burikam volné Zijicim v podzemi pfiblizné 10-1000
nasobné (McMahon and Parnell, 2014; Wanger et al., 2006). Mikroorganismy na povrSich nejen
Ziji, ale pravdépodobné je Casto i aktivné zvétravaji, tak aby se dostaly k vzacnym a jinak tézko
dostupnym Zivindm (Roberts, 2004; Rogers et al., 1998).

Vzorky horniny a podzemni vody se neli§i pouze poétem zde Zzijicich mikroorganisma, ale
pfedevsim strukturou mikrobidlnich spole€enstev. Z vysledkd mnoha studii vyplyva, ze podzemni
voda a hornina pfedstavuji pro mikroorganismy naprosto odliSné ekologické niky a ze prekryv
mezi témito nikami je obvykle velmi maly (Jagevall et al., 2011; Lazar et al., 2019; Mullin et al.,
2020; Sahl et al., 2008). (Momper et al., 2017) uvadéji dokonce v podstaté absolutni separaci
mikrobialnich spoleCenstev vyskytujicich se ve vzorcich horniny a ve vzorcich podzemni vody
z puklinového systému: zatimco ve vzorcich podzemni vody z puklin SRB dominovaly, tak ve
vzorcich horniny Uplné chybély. Stejné tak na riznych typech pevnych substrata Ziji jiné skupiny
mikroorganism( (Jagevall et al., 2011; Lazar et al., 2019).

Dalsi vyznamnou charakteristikou mikrobialniho osidleni hornin je vysoka mira heterogenity na
malé prostorové Skale. Na pfikladu sedimentarnich hornin (Lazar et al., 2019) prokazali, Zze
v méné propustnych nikach, které nekomunikovaly s okolim, se vyskytovaly specifické
mikrobialni komunity s vy$§im zastoupenim chemolitotrofi, ve srovnani s vice propustnymi
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oblastmi (napf. puklinami), ve kterych dochazelo ke komunikaci s okolnim prostfedim a
kontinualni dotaci organického uhliku z okoli.

4.2.2 Metodika odbéru vzorku

Studium mikrobialni diverzity ve vzorcich hornin je metodicky naro¢né, jelikoz mnozstvi biomasy
v horniné je velmi malé a nebezpeéi kontaminace je tedy extrémné vysoké. Kontaminace mohou
byt zpusobeny predevSim vrtnymi pracemi, ale i v prabéhu naslednych praci, napf. pfi vyjimani
vrtnych jader z vrta &i pfi nevhodném uskladnéni nebo v pribéhu nasledného zpracovani (napf.
v pribéhu fezani vzorkl horniny) (napf. (Smith et al., 2000).

Razné typy hornin se liSi svoji nachylnosti ke kontaminacim. Ve vrtnych jadrech ze
sedimentarnich hornin kontaminace ¢asto nepredstavuji velky problém (Lever et al., 2006), avSak
vyvielé horniny s vétSi mirou puklinovych zén jsou ke kontaminacim zplUsobenym vrtanim
vyrazné nachylné;jsi (Colwell et al., 1992; Santelli et al., 2010). Proto je tfeba metodiku odebirani
vzork(l vrtnych jader optimalizovat, tak aby se riziko kontaminace minimalizovalo. V literature je
uvadéno nékolik zakladnich doporuceni, ktera jsou uvedena dale.

Jednou z nej¢astéji vyuzivanych metod sniZujici riziko kontaminace je vyuZiti stopovacich latek,
které mohou byt pouzity bud' v pribéhu vrtani, kdy jsou pfidavany do vody pouzivané pro chlazeni
(napf. Nyyssonen et al., 2014) nebo pozdéji, napf. v prubéhu vyjimani jader z vrtu (Breuker et al.,
2011; Sahl et al., 2008; Smith et al., 2000) a oznaci misto kontaminace. Jako stopovace jsou
obvykle vyuzivany latky &i Castice, které se v misté vrtani pfirozené nevyskytuji. Existuji dva
zakladni typy: chemické na bazi perfluorkarbonl (napf. (Colwell et al., 1992; McKinley and
Colwell, 1996) a fluorescenéni mikrosféry o velikosti 0,5 — 1 ym simulujici mikrobialni buriky, jez
jsou bézné vyuzivany v mikrobiologicky zaméfenych studiich (Nyyssénen et al., 2014; Sahl et al.,
2008; Stroes-Gascoyne et al., 2007). Tyto latky jsou posléze detekovany na povrchu a uvnitf
vrtnych jader. Zatimco na povrchu vrtnych jader pfitomnost obou stopovacl znamena uspésny
prubéh oznaceni, uvnitf vrtnych jader pak jejich pfitomnost znamena moznou kontaminaci.

Dulezitym krokem v prabéhu zpracovani vzorkua je tedy oddéleni vnitfnich €asti vzorku vrtného
jadra, kde je pravdépodobnost kontaminace nizSi. Tento postup je hojné pouzivan, napf.
v pracich (Breuker et al., 2011; Lazar et al., 2019; Smith et al., 2000; Stroes-Gascoyne et al.,
2007) a je dale verifikovan tak, Ze rizné ¢asti horniny (vnéjSi a vnitini) jsou dale rozdrceny a
pfipadné se vyskytujici mikrosféry jsou separovany. V pfipadé, Ze jsou pfitomné ve vzorcich
urCenych pro mikrobiologické analyzy, jsou tyto vzorky z analyzy vylouCeny.

V nékterych pracich studujicich mikrobiologickou diverzitu v horniné nejsou aplikovany
stopovace. V takovychto pfipadech je extrémni zfetel kladen na sterilizaci vSech komponent,
které se na vrtani podili. (Santelli et al., 2010) minimalizovali riziko kontaminace tak, ze ziskané
vzorky vrtnych jader po odebrani dikladné omyli ve sterilni vodé, ktera méla podobné vlastnosti
jako podzemni voda vyskytujici se v misté odbéru.

Pro minimalizaci rizika kontaminace je zasadni v pribéhu dalSiho zpracovani pracovat ve
sterilnich podminkach (napf. laminarni flow box) a vyuzivat sterilni nastroje k rozdrceni a
homogenizaci vzork(l (Bengtsson et al. 2013; Eriksson et al., 2016; Smith et al., 2000; Stroes-
Gascoyne et al., 2007).
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Pfesna metodika odbérd mikrobiologickych vzork( pro analyzy DNA z puklin z vrtnych jader je
detailné popsana ve zpravé SKB (Eriksson et al., 2016). Autofi zde porovnavaji odbér skalpelem
a stérem Stétickou (,swab“) a doporuduji konkrétni kroky (pufry, prvotni kroky v extrakci DNA
atd.), jak minimalizovat riziko kontaminace a zarovern maximalizovat vytézek DNA.

DalSi moznosti jak studovat sesilni organismy vyskytujici se v podzemi je vyuziti nosi€u biomasy,
které jsou umistény do vrtl, Ci pres které protéka voda pfitomna ve vrtu (napf. (Eriksson et al.,
2016; Jagevall et al., 2011). Jak takovyto systém mlze vypadat, je znazornéno na Obr. 18, kde
jsou zobrazeny hned tfi nosi¢e biomasy: nadrcena hornina (v tomto pfipadé z Aspé HRL),
sklenéné kulicky a granatova zrnka. Dale mohou byt vyuzita napf. i rovna sklenéna sklicka
umoznujici nasledna mikroskopicka pozorovani. VSechny tyto typy nosi€l biomasy jsou
v kontaktu s podzemni vodou obvykle po dobu 4-5 tydn(. Autofi prokazali, ze vSechny vyse
popsané nosiCe jsou pouZitelné a Ze volba vhodného nosiCe zalezi na typu experimentu a na
naslednych analyzach. PFi vyuZiti této metody je v8ak tfeba vzit v potaz vysledky studie (Jagevall
et al., 2011), ve které bylo zjisténo, ze mikrobialni komunity vyskytujici se na povrchu horniny (v
oblasti pukliny) a narostlé na umélém nosici (sklicku) se vyrazné kvalitativné liSily. Zatimco ve
vzorcich z horniny dominovaly IRB, tak na sklicku byly nejhojnéji zastoupeny SRB.
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Obr. 18 Tzv. ,flow cell” jednotka pro odbéry vzorku sesilnich mikroorganismt z podzemni vody. Vievo
nahore: nadrcena hornina, vievo uprostfed: sklenéné kulicky, vievo dole: zrnka granatu. Dle (Eriksson et
al., 2016)
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5 Mikroorganismy, které se dostanou do prostiedi HU
lidskou ¢innosti

5.1 MO zanesené do prostiedi HU jeho vystavbou

Hlubinné ulozisté bude béhem vystavby a nasledného ukladani odpadu otevienym systémem,
kam bude pronikat kyslik, voda z povrchu &i pfipovrchovych zén, Ziviny a téZ introdukované
mikroorganismy. Volné prostory vzniklé razbou mohou umoznit rozvoj mikrobialni aktivity, ktera
je v hlubinach €asto vyznamné limitovana prostorem, rizné chemické latky pouzivané béhem
razby a operacni faze pak mohou do prostoru uloZidté zanést cenné Ziviny, které by se zde
pfirozené nenachazely. Po uzavfeni uloZisté se z otevieného systému stane uzavieny a mnozstvi
externé dotovanych zivin a volného prostoru vyznamnym zptsobem poklesne (Leupin et al.,
2017; Nuclear Energy Agency, 2018). Pfestoze uvedené jevy mohou byt pro nasledny vyvoj
mikrobialniho osidleni vyznamné, dosud neexistuje dostateéné mnozstvi informaci, které by
umoznily relevantné posoudit vliv mikroorganisma, které by mohli byt do prostfedi ulozisté
zavle€ené lidskou cinnosti. Nize jsou tedy uvedené prace, které se tématu né&jakym zplsobem
tykaji.

Existuji zdokumentované pfipady, kdy byl prabéh in-situ experimentu negativné ovlivnén lidskym
zasahem pfi zakladani experimentu, coz muze predstavovat paralelu k situaci v hlubinném
ulozisti. V dlouhodobém in-situ experimentu studujicim chemii pérové vody v Opalinus Clay
v Mont Terri (Wersin et al., 2011a) doSlo ve studovanych vrtech k neCekanému narlstu
mikrobialni aktivity pfedevSim siranovych reducentl a dalSich aerobnich a anaerobnich skupin
mikroorganism0 v dusledku uniku glycerolu z pH méficich sond, které byly v experimentu
umistény pro dlouhodoby on-line monitoring (De Canniére et al., 2011; S. Stroes-Gascoyne et
al.,, 2011b). Experiment byl zaroven pfipraven sice chemicky C&istym, avSak nesterilnim
zpUsobem, coz zpétné znemoznilo urcit, jakého plvodu byly detekované mikroorganismy a zda
predstavovaly rozvoj pfirozeného mikrobialni osidleni Opalinus Clay ve studovaném vrtu, nebo
byly do prostoru vrtu zavle€ené nesterilnim vrtanim, vystrojenim vrtu a jeho osazenim (S. Stroes-
Gascoyne et al., 2011b; Wersin et al., 2011b). Vysledky experimentu vSak bez ohledu na pavod
mikroorganismG poukazaly na nebezpeci rychlého rozvoje mikrobialni aktivity a vzniku velmi
reduk&nich podminek v pfipadég, Ze mikroorganismy nejsou omezené prostorem a maji dostatek
Zivin, coz je v prostfedi hlubinného ulozisté jev velice nezadouci (Wersin et al., 2011b).

(Fru and Athar, 2008) se specificky zabyvali schopnosti mikroorganism( z podzemni vody
kolonizovat kompaktovany bentonit v pétiletém zahfivaném in-situ experimentu, protoze lze
oCekavat, Ze bentonit obsahujici sirany muzZe byt aktivné kolonizovany SRB z podzemni vody.
Tento experiment tedy mlze slouzit téz pro obecny odhad vlivu cizorodych mikroorganismu na
bentonit. Na zakladé genetické analyzy genu 16S rDNA (celkova biomasa) a Dsr-AB (specificky
pro SRB) zjistili, ze v podzemni vodé Siroce rozsifené rody SRB nebyly detekovany v prostfedi
kompaktovaného bentonitu a obecné v bentonitu pfevazovaly Gram-pozitivni bakterie, kdezto ve
vodé Gram-negativni. Podobné (Arlinger et al., 2013) v dalSim in-situ experimentu nezjistil nardst
kultivovatelnych SRB uvniti kompaktovaného bentonitu i kdyZz se nachazely v okolni vodé.
Kompaktovany bentonit v podminkach relevantnich HU RAO se tedy ukéazal byt vagi efektu
mikroorganism( z podzemni vody pomérné odolny. Kromé& samotného inhibi¢niho efektu
kompaktovaného bentonitu na mikrobialni aktivitu obecné (viz kap. 5.2.1), toto vSak mohlo byt
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dale zplsobené tim, Ze kompaktovany bentonit nebyl dosud v redoxnim stavu, jez by mikrobialni
aktivitu SRB umoznil (viz kap. 5.1.1 a 5.2). Tato hypotéza je podpofena vysledky (Stroes-
Gascoyne et al., 2007), jez studovala schopnost proliferace u introdukovanych bakterii
v suspenzich Opalinus Clay. V8ech osm testovanych mikrobialnich kmen( nalezicich riznym
metabolickym skupinam (véetné SRB) bylo schopnych v tomto prostfedi zvysSit své populacni
hustoty, i kdyz po 2 mésiéni inkubaci do3lo k poklesu pravdépodobné vlivem vyc€erpani
dostupnych Zivin. Podobné byva zvySena mikrobialni aktivita detekovana v in-situ experimentech
na rozhrani mezi bentonitem a okolni horninou, kde Ize oekavat mensi omezeni dostupnym
prostorem pro Zivot a dostateCné mnozstvi zivin z bentonitu (Stroes-Gascoyne et al., 2002;
Stroes-Gascoyne et al.,, 2011). V suspendovanych podminkach, kde nejsou mikrorganismy
omezeny dostupnym prostorem ani nedostatkem vody, je mikrobialni aktivita velika, a proto
dochazi k mikrobialné zpisobenym geochemickym zménam mnohem rychleji nez v prostfedi
kompaktovaného bentonitu, kde je mikrobialni aktivita omezena. Za vhodnych redoxnich
podminek (v redukénich fazich vyvoje ulozZisté) Ize tedy oekavat, Ze ani kompaktovany bentonit
nemusi byt zcela odolny va&i vnéjSim zdrojim mikrobialniho osidleni (napf. bakteriim
Zz podzemnich vod), byt jde o velice specifické prostfedi. Zaroven vSak vzdy bude platit, ze
pfirozené bentonitové mikroorganismy budou prostfedi bentonitu pfizpusobené nejlépe a jejich
vliv by tak mél spiSe prevazovat.

Z vySe uvedenych praci vyplyva, Ze k mikrobialnim kontaminacim v ulozisti vlivem lidské €innosti
zcela jisté dochazet bude, nicméné da se ocCekavat, Ze samotné zaneseni cizorodych
mikroorganismt do HU RAO nebude (vzhledem k popsané odolnosti kompaktovaného bentonitu
vuci externim zdrojum mikroorganismu a velmi extrémnim podminkam v poc¢ate¢ni fazi existence
ulozisté) hrat vyznamnou roli, pokud zaroven nedojde vlivem lidské cinnosti k masivnimu
navySeni mnozstvi dostupnych Zivin €i Zivotniho prostoru.

5.1.1 Kyslik vazany na povrch bentonitu

Dal$im zajimavym tématem, které se Gzce poji s lidskou &innosti a vystavbou HU a které dle
dosavadniho poznani velmi vyznamnym zpusobem ovliviiuje vyvoj mikrobialniho osidleni, je
pfitomnost a persistence Kkysliku v prostfedi kompaktovaného bentonitu. Pfiprava
kompaktovaného bentonitu probiha v aerobnich podminkach a kyslik adsorbovany na povrch
vyplfiovych materiald bude postupné spotfebovan rdznymi reakcemi jako je MIC, mikrobialni
aktivita ¢i difuse do okolni horniny. Na zakladé vypocltl se oCekava, Ze kyslik navazany na
povrchu bentonitu bude v ulozisti spotfebovan abiotickymi procesy bé&hem prvnich nékolika
stovek let po jeho uzavieni (KolafF and King, 1995). Tomu dobfe odpovidaji vysledky fady
dlouhodobych in-situ studii, kde jsou v kompaktovanych bentonitech opakované detekovany
pfedevsim aerobni ¢i fakultativné anaerobni mikroorganismy navzdory anaerobnimu prostredi
v okoli bentonitu (Stroes-Gascoyne et al., 2002; Bernier-Latmani and Burzan, 2019). Podobné
(Arlinger et al., 2013) v dlouhodobém in-situ experimentu ,Prototype repository” zjistil, Ze obsah
kysliku v bentonitové vyplini poklesl rychleji, nez by odpovidalo Cisté abiotickymi procesy, coz
daval do souvislosti s metabolickou ¢&innosti aerobnich bakterii. Voda protékajici in-situ
experimentem vSak byla zbavena plynd, coZz mohlo napomoci detekovanému ubytku kysliku.

Vysledky dlouhodobych in-situ experimentd ukazuji, Ze ubytek obsahu kysliku vazaného na
povrch bentonitu je proces pravdépodobné mnohem pomalejSi, nez jsou obvyklé délky in-situ
studii a pfesné zachyceni vyvoje mikrobialniho osidleni v realistickych podminkach je tedy velice
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obtizné. | vySe zminéné rozdily v detekovaném mikrobialnim slozeni kompaktovaného bentonitu
a podzemni vody (Fru and Athar, 2008; Arlinger et al., 2013) tedy mohou byt nasledkem velmi
pomalych redoxnich zmén v kompaktovaném bentonitu a Ize spekulovat, Ze migrace SRB do
prostfedi kompaktovaného bentonitu z okolni podzemni vody miize nastat az v pozdéjSich fazich
vyvoje Ulozisté. Chovani anaerobnich mikroorganismu v realnych in-situ podminkach a pfi
standartni délce experimentl nékolik malo let je tak velice obtizné studovat. Jistou alternativou
by mohly byt cilené in-situ experimenty za pouZiti bentonitu kompaktovaného na objemovou
hmotnost, jez mikrobialni aktivitu jesté umozni.

5.2 Mikroorganismy v bentonitech

V minulosti se pfedpokladalo, zZe rust mikroorganismu v bentonitovych materialech musi byt velmi
omezeny diky malé velikosti existujicich pérl a nedostatku Zzivin, které jsou nezbytné k udrzeni
zivotaschopné populace (Chapelle and Lovley, 1990). Podobné se pfedpokladalo, ze organické
latky pfirozené pfitomné v bentonitech mohou byt pro mikroorganismy z veliké &asti obtizné
degradovatelné a tedy vyuzitelné (Stroes-Gascoyne and West, 1996). Recentni vyzkumy v§ak
ukazuji, ze i kdyz v bentonitech prevazuji vosky rostlinného puvodu a vysokoaromatické
uhlovodiky (Marshall et al., 2015), bentonity obsahuiji také Sirokou $kalu riznych jednoduchych
organickych latek, jako jsou alkoholy, estery, ketony, aldehydy ¢i organické kyseliny (Taborowski
et al., 2019), které mohou mikroorganismy pro svlj metabolismus snadno vyuzit (viz kap. 2.1).
V ulozisti budou dale dostupné dalSi zdroje energie pro mikrobialni metabolismus, jako jsou
rozlicné TAE (viz kap. 2.2 a 2.3) & molekularni vodik produkovany z geologickych procesu,
radiolyzy vody &i koroze UOS (Libert et al., 2011). Bentonit tedy obsahuje dostateéné mnozstvi
Zivin pro podporu mikrobialni aktivity a neni proto pfekvapivé, Ze pfirozena bentonitova nalezisté
nejsou sterilni. (Fukunaga et al., 2005) detekoval pfirozené mikroorganismy na &tyfech lokalitach
ve dvou riznych bentonitovych nalezistich v Japonsku. PFfitomnost pfirozenych mikroorganism
byla zjisténa také v Boom Clay (Boivin-Jahns et al., 1996), Opalinus Clay (Stroes-Gascoyne et
al., 2007; Poulain et al., 2008), MX-80 (Fru and Athar, 2008), Spanélskych bentonitovych
nalezistich  (Lopez-Fernandez et al., 2015) &i dalSich typech bentonitl, jejichz vlastnosti
podrobné studoval (Svensson et al.,, 2011). Mikroorganismy jsou téz pfirozené pfitomné i
pfirodnich analozich, jez mohou pomoci pochopit interakce mezi mikroorganismy a jilovymi
materialy v pfirozenych podminkach Ize nalézt v recentnim shrnuti (Butterworth et al., 2021). Nize
uvedena klasifikace v bentonitu pfirozenych bakterii, které mohou hrat roli v prostfedi uloziste, je
zalozena na jejich metabolickych vlastnostech, jak bylo popsano v uvodni kapitole O.

Mezi nejbéznéjsi skupiny mikroorganismu patfi obligatné aerobni a fakultativné anaerobni
heterotrofové, které jako TAE vyuzivaji pouze kyslik (v prvnim pfipadé€) &i vyuzivaji i alternativni
TAE v pfipadé nedostatku kysliku za souCasné oxidace organickych latek, jez vyuzivaji jako
donory elektrond. NRB jsou velmi béZzné ve vSech typech bentonitu (Svensson et al., 2011,
Jalique et al., 2016; Cerna et al., 2019). Aerobni & fakultativné anaerobni mikroorganismy budou
hrat roli pfedev§im v po&ateéni oxidativni fazi vyvoje Ulozisté, a dokazi v prostfedi HU RAO
spotfebovat kyslik, jenZ se sem dostane béhem operativni faze, mnohem rychleji, nez by k tomu
doslo abiotickymi procesy a budou tedy dalezitymi Ciniteli ve vyvoji Glozisté smérem k anaerobnim
podminkdm. To samo o sobé& muze byt jev pozitivni, protoZe pfitomnost kysliku zvySuje rychlost
koroznich jevl (Bennett and Gens, 2008). Na druhou stranu vSak aerobni mikroorganismy mohou
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produkovat fadu slouéenin, jako organické kyseliny, které mohou zvySovat riziko koroze UOS,
betonu a jejich vyztuze (B. J. Little and Ray, 2002; Xu et al., 2013), ¢&i bioligandy, které mohou
mobilizovat fadu radionuklid (Johnsson et al., 2006). Anaerobni prostiedi, k jehoz vzniku vlivem
mikrobialni aktivity a abiotickych procesu v ulozisti po uzavieni dojde, jsou zaroven velmi vhodné
pro aktivitu dalSich skupin strikiné anaerobnich mikroorganismd, které probereme dale.

Metabolismus anaerobnich IRB je pohanén redukci zelezitych iontl na Zeleznaté za sou€asné
oxidace organickych latek & molekularniho vodiku, podrobnéji viz kap. 2.3.3. Tento typ
metabolismu je energeticky méné vyhodny nez v uzivani kysliku ¢i dusi¢énan( jako TAE. IRB
mohou negativné ovlivnit dlouhodobou stabilitu Ulozisté, protoze existuji dikazy, Ze jsou schopné
svou metabolickou €innosti redukovat Zelezité ionty obsazené v mineralni strukture bentonitu a
tim ménit jeho geotechnické vlastnosti (Kostka et al., 1999; Kim et al., 2004; Stucki et al., 2009).
Touto problematikou se dale zabyvame podrobnégji v kap. 6.3. Reducenti Zeleza v prostfedi HU
RAO mohou dale vyuZivat korozni produkty obsahujici Fe®* jako je magnetit ¢ molekularni vodik
pro svUj energeticky metabolismus (Libert et al.,, 2011). O roli IRB v koroznich procesech
podrobnéji pojednava reSerse (Herrera and Videla, 2009). V pfipadé ¢eskych bentonitll patfi mezi
nejb&zné&jsi zastupce IRB rody Thermincola, Geobacter a Citrifermentas (Cerna et al., 2019).
Schopnost redukovat trojmocné Zelezo je dale znama u dalSich béZnych bentonitovych
bakterialnich rodu jako je Pseudomonas ¢&i Bacillus (Gates et al., 1993; Hobbie et al., 2012).

Po spotfebovani dostupného trojmocného Zeleza a celkovém poklesu redoxniho potencialu muze
v ulozisti nastat aktivita SRB, které redukuji sirany na sulfan za sou€asné oxidace ruznych
jednoduchych organickych slou€enin & molekularniho vodiku (Muyzer and Stams, 2008). Aktivita
SRB v ulozisti mize hrat roli pfedevsim v korozi UOS, a to jednak nepfimo vlivem produkovaného
korozitvorného sulfanu a u nékterych skupin SRB téz pfimo vyuzivanim elektrond z povrchi UOS
(Enning and Garrelfs, 2014). Podrobnéji k problematice MIC viz kap. 6.1. Studie opakované
prokazaly, ze SRB predstavuji velmi hojnou pfirozenou skupinu bakterii v prakticky vSech
studovanych typech bentonitd (Masurat et al., 2010b; Svensson et al., 2011; Lopez-Fernandez
et al., 2015; Bagnoud et al., 2016a, 2016c; Bengtsson and Pedersen, 2016, 2017b; Taborowski
etal., 2019; Cerna et al., 201 9). Kultivovatelné SRB byly zjiténé ve full-scale demonstracnich in-
situ experimentech ve Svycarsku &i Svédsku (Arlinger et al., 2013; Bengtsson et al., 2017b) stejné
tak jako v koroznich in-situ experimentech (Lydmark and Pedersen, 2011; Johansson et al., 2017,
Smart et al., 2017). Jakozto sporogenni mikroorganismy, viz kap. 5.2.2, SRB vykazuji extrémni
odolnost vuci vysychani, vysokym teplotam ¢i vysoké salinité (Masurat et al., 2010b). Jelikoz je
sulfan produkovan nejen redukci siranu, ale téz siry ¢i thiosiranu, néktefi autofi pouzivaji misto
terminu SRB radéji SPB, sulfan produkujici bakterie (Bengtsson et al., 2017a; Taborowski et al.,
2019). Mezi SPB tedy patfi i anaerobni oxidatofi metanu z domény archea, jez redukuji sirany
pomoci metanu v doposud velmi malo prozkoumaném procesu anaerobni oxidace metanu
(Knittel and Boetius, 2009). Produkovany sulfan mize mit kromé samotného vlivu na korozi UOS
dalsi vliv na stabilitu ulozisté. Sulfan totiZ reaguje se Zelezitymi a Zeleznatymi ionty pfitomnymi v
bentonitech za tvorby téZko rozpustnych sulfidi Zeleza. Tento proces je zodpovédny za relativné
vysokou schopnost bentonitu zadrzovat rozpustény sulfan (Pedersen et al.,, 2017), ale
potencialné muze téz zpusobovat zmény v mineralogické struktufe bentonitu, viz kap. 6.3.

Kromé pfitomnosti SRB, které mohou byt jak heterotrofni (vazané na pfitomnost organickych
latek) tak autotrofni (vyuzivajici molekularni vodik ¢&i napf. Fe®), fada bentonitovych studii
popisuje pfitomnost autotrofnich acetogennich mikroorganismd, které vyrabéji acetat
z anorganického CO; a vodiku (Fru and Athar, 2008; Svensson et al., 2011). Acetat také maze
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v prostfedi hlubinného ulozisté mize mit dva neblahé efekty — jednak muze pfimo zplsobovat
korozi UOS (Talukdar and Rajaraman, 2020) a dale jeho pfitomnost zvySuje rast mikrobialnich
skupin, které dokazi vyuzivat acetat jako donor elektron( (napf. SRB). Studie opakované ukazuji
existenci korelace mezi produkci acetatu a sulfanu, coz naznacuje, Ze acetogeneze je dllezitym
mechanismem podporujici populaéni rlst SRB v prostfedi bentonitu (Svensson et al., 2011;
Bengtsson et al., 2017a).

Dal$im z metabolism( zavislych na CO, jakozto TAE je metanogeneze. Kromé redukce oxidu
uhli¢itétho muze byt metan produkovan €innosti mikroorganismu téz z metylovanych substratd €i
acetatu, viz kap. 2.3.5. PrestoZze jsou metanogeny opakované detekovany v hlubinnych
podzemnich vodach (Rajala and Bomberg, 2017; Nuppunen-Pupultti et al., 2018) a jsou tézZ bézné
pfitomné napf. v hlubinnych vodach v Grimsel Test Site a na Bukové (Steinova et al., 2019;
Steinova et al., 2021), v prostfedi bentonitu je detekce jejich metabolické aktivity velmi vzacna.
Bentonit vSak metanogenni archea pfirozené obsahuje, byt v obvykle velice nizkych poctech, jak
ukazaly rizné studie. Studie napfiklad ukazaly, ze produkce metanu je v bentonitovém prostredi
inhibovana pfitomnosti sirani a souvisejici metabolickou aktivitou SRB a k produkci metanu tak
v UloZisti nebude ve vy38i mife dochazet, dokud redoxni podminky a dostupné Ziviny budou
umoznovat aktivitu SRB, jejichz metabolismus je energeticky mnohem vyhodnéjsi, nez
metanogeneze (Sheppard et al., 1996, 1997). PodrobnéjSi informace o problematice
metanogeneze v HU RAO jsou uvedeny v kap. 6.2.

VySe uvedené prace shodné ukazuiji, ze mikrobialni diversita v bentonitech je obrovska.
To, zda a jakym zplsobem dojde k rozvoji mikrobialniho osidleni v bentonitovém prostredi, je pak
jednoznacné ur€ovano environmentalnimi podminkami, kdy kliCovymi faktory jsou Zivotni prostor,
dostupnost vody a konktétnich Zivin a redoxni stav okolniho prostredi.

5.2.1 Mikroorganismy v kompaktovaném bentonitu

Existuje fada experimentalnich dikazl, Zze mikrobialni aktivita je negativné ovlivnéna mirou
kompaktizace bentonitu. Kompaktovani vzorkl vyznamné snizuje velikost poru, které mohou
poskytovat Zivotni prostor mikroorganismim a zaroven vyznamné snizuje hodnotu vodni aktivity
(water activity, aw), ktera je zadsadnim parametrem pro rozvoj mikrobialni aktivity (Motamedi et al.,
1996; Grant, 2004). Na zakladé predchozich vysledkl se predpoklada, ze mikroorganismy jsou
v bentonitovych depositech pfitomné prfedevsim v inaktivnim stavu (Stroes-Gascoyne et al.,
2007), stejné jako se tomu predpoklada ve vysoce kompaktovanych bentonitech v pfipadé vyplni
HU. V bentonitech kompaktovanych na vysokou objemovou hmotnost je transport metabolickych
produktd a Zivin omezeny rychlosti difuse, ktera je v prostfedi velmi malych pérd pomala.
Mikrobialni aktivita v prostfedi kompaktovaného bentonitu je tedy zavisla na velikosti péra a difusi,
ktera je velice pomal3, jak bylo ukazano na pfikladu chovani sulfanu (Pedersen, 2017; Pedersen
et al., 2017).

Jednim z nejaktualngjSich mikrobiologickych témat pfi studiu vlivu bakterii na stabilitu a
bezpe¢nost HU je tak stanoveni suché objemové hmotnosti bentonitu, pfi které bude mikrobialni
aktivita dlouhodobé potlatena na minimum a na jejimz dlouhodobém udrzeni bude zavisla
dlouhodoba stabilita UOS. Tato hodnota muze byt stanovovana rdznymi pfistupy, které byly
popsany vyse (viz kap. 3) a to za pfidavku kultivovatelnych skupin bakterii k bentonitu, nebo
pouze s bakteriemi pfirozené se vyskytujicimi v bentonitu. V prvnich experimentech zabyvajicich
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se touto problematikou byl vyuzivan pfidavek bakterialnich kultur a jejich nasledna detekce
pomoci specifickych kultivacnich technik. (Pedersen et al., 2000) testovali zivotaschopnost
riznych pfidavanych skupin bakterii do kompaktovaného bentonitu v dlouhodobém in-situ
experimentu a zjistili, Ze Zivotaschopnost bakterii je negativné ovlivnéna jednak bobtnacim tlakem
a dale aplikovanou teplotou (50-70 °C) a jediné prezivSi bakterie po 15 mésicich byly sporulujici.
K podobnym relativné optimistickym zavérim stran zivotaschopnosti mikroorganisma v prostfedi
kompaktovaného bentonitu vedly téZ dalSi podobné laboratorni a in-situ experimenty (Motamedi
et al.,, 1996; K Pedersen et al., 2000). Pfidavek bakterialnich kultur ma tu vyhodu, ze muze
zviditelnit studovany efekt (jaké mnozstvi z plvodné pfidanych bakterii pfezije pfi danych
podminkach). Na druhou stranu byly v§ak pouzivané kultury zpravidla v bentonitu neptvodni a
proto pro né prostfedi bentonitu mohlo byt samo o sobé& nepfizniveé, coZ mohlo vyznamnym
zpusobem znepfesnit ziskané vysledky (Pedersen, 2010).

V novéjSich experimentech, jejichz vysledky jsou shrnuty niZe, je proto upfednostiiovano spise
testovani Cisté pfirozenych bentonitovych bakterii, jejichz rast v prostfedi kompaktovaného
bentonitu je podpofen maximalné pfidavkem nutrientd. Jednim z moznych modernich pfistupt
pro detekci mikrobialni aktivity v kompaktovaném bentonitu je napfiklad sledovani koncentrace
mikrobialnich metabolickych produkti ve studovanych vzorcich, viz kap. 3.3.3. Mikrobialni
produkce sulfanu klesala se zvySujici se objemovou hmotnosti u MX-80 (Masurat et al., 2010a;
Pedersen, 2010). V jiném experimentu mikrobialni produkce sulfanu vyznamnym zpusobem
poklesla ve tfech testovanych typech bentonitu (MX-80, Asha a Calcigel) v intervalu 1740 az
1880 kg/m?® vihké objemové hmotnosti (Bengtsson and Pedersen, 2017a) a tento vysledek byl
ovéren téz dalsi recentni studii na Calcigel bentonitu (Haynes et al., 2019). Ve Svycarském in-situ
experimentu v Mont Terri (Smart et al.,, 2017) na zakladé kultivaénich pfistupu ukazali, ze
hrani¢ni sucha objemova hmotnost, kdy dochazi k vyznamnému poklesu mikrobialni aktivity, se
nachazi mezi 1250 a 1450 kg/m?® a 1450 kg/m?3 je hodnota bliZici se limitni hodnoté pro existenci
mikrobialni aktivity. (Pedersen, 2017) ve studii se Sesti riznymi typy bentonitl ukazal, ze podty
kultivovatelnych SRB klesaly se vzrustajici vihkou objemovou hmotnosti (1400 az 2000 kg/m?)
pro nékteré, ale ne vSechny typy studovanych bentonitt a hranice pro pfitomnost metabolické
aktivity na zakladé detekce mikrobidlni produkce *S radioaktivné znaceného sulfanu se
pohybovala mezi 1690 kg/m? v pfipadé Rokle az po 2000 kg/m?® v pfipadé Boom Clay. Nicméné
mikrobialné produkovany acetat byl detekovan ve vdech vzorcich bez ohledu na objemovou
hmotnost, coz naznaCuje, ze mikrobialni aktivita jinych skupin nez SRB je mozna i pfi vysSich
objemovych hmotnostech, nez bylo usuzovano na zakladé detekce mikrobialni aktivity SRB
(Pedersen, 2017). V podobné duchu (Bengtsson and Pedersen, 2016) nezjistili limitni hodnotu
objemové hmotnosti pro metabolickou aktivitu SRB v Boom Clay a produkce sulfanu byla
detekovana i pfi vihké objemové hmotnosti 2000 kg/m?.

Hodnota objemové hmotnosti, kdy dochazi k poklesu mikrobialni aktivity, se pfirozené liSi u
riznych typu bentonitll a je tedy nezbytné ji stanovit pro kazdy bentonit nezavisle. Pro porovnani
jednotlivych typd bentonitd s rlznym obsahem akcesorickych mineralu je mozné vztahovat
mikrobialni aktivitu k efektivni objemové hmotnosti montmorilonitu, coz by umoznilo relevantnéji
srovnavat rizné typy bentonitli (Kuroda et al., 1996). Pfestoze v§ak mikrobialni aktivitu za pouziti
vysokych objemovych hmotnosti jednoznacné potlacit Ize, mikroorganismy zustavaji
Zivotaschopné a jejich metabolicka ¢innost mize byt obnovena v pfipadé poklesu objemové
hmotnosti, coz je jednim z vyznamnych rizik dlouhodobé stability a funkce bentonitové tésnici
vrstvy (Pedersen, 2017). Opakované bylo prokazano, ze k vyraznému narlstu mikrobialni aktivity
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dochazi v kompaktovaném bentonitu v mistech s nizSi objemovou hmotnosti (Simcha Stroes-
Gascoyne et al., 2011) &i v pfechodovych zénach (Stroes-Gascoyne et al., 2002). Zaroven je
dalezité, Zze kromé objemové hmotnosti mize mikrobialni aktivitu ovliviiovat fada dalSich
vlastnosti, jako je typ bentonitu, obsah vody, obsah organickych latek a dalSich potencialnich
zdroju energie &i obecny chemismus bentonitu a méla by se na né téz zaméfit pozornost
mikrobiologl (Bengtsson and Pedersen, 2017b; Pedersen, 2017).

5.2.2 Spory

Hlubinné ulozisté bezpochyby predstavuje velice nehostinné prostfedi pro zivot mikroorganismu.
Obzvlasté prvni stovky let budou fyzikalné-chemické podminky v prostfedi ulozisté pfilis extrémni
na to, aby umoznily mikrobialni aktivitu. BEhem pocate¢ni termalni faze bude teplota v okoli UOS
dosahovat 90°C, v nékterych konceptech dokonce i vic, bentonitova tésnici vrstva bude
v prakticky suchém stavu a mikroorganismy budou navic vystavené radioaktivnimu zareni
(Bennett and Gens, 2008; King et al., 2017). Jednou z nejucinnéjSich moznosti, jak uniknout
nepfiznivym podminkam, je tvorba rlznych dormantnich stadii, jako jsou spory. Bakterialni
endospory predstavuji odolna stadia, ve kterych je redukovano mnozZstvi vody a kde je
metabolicka aktivita omezena na naprosté minimum. Mikroorganismy ve formé& spor dokazi
tolerovat velice nepfiznivé podminky prostfedi po velice dlouhou dobu (Nicholson et al., 2000).
Sporulujici Gram-pozitivnhi mikroorganismy pfedstavuji dominantni skupinu bakterii v prostfedi
bentonitu (Fru and Athar, 2008), na druhou stranu v hlubinnych podzemnich vodach prevladaji
nesporulujici Gram-negativni mikroorganismy (Pedersen and Ekendahl, 1990; Fru and Athar,
2008).

Podnétem pro zahajeni sporulace je zpravidla nedostatek Zzivin i vody. | v metabolicky
neaktivnim stavu v8ak spory neustale monitoruji okolni prostfedi a v pfipadé zlepSeni Zivotnich
podminek dokazi velmi rychle obnovit metabolickou aktivitu (Nicholson et al., 2000). Spory jsou
mnohonasobné odolnég;jSi vuci ionizujicimu zafeni, tlaku, chemikaliim, vysychani a suchému i
vlhkému teplu, neZz metabolicky aktivni bufiky (van Gerwen et al., 1999; Nicholson et al., 2000;
Setlow, 2014). Nékteré spory dokazi prezit dlouhodobéji i teploty vysSi nez 100°C. (Setlow, 2006,
2014) zjistil, ze odolnost vuci vihkému teplu muze byt u nékterych spor dokonce jesté vyssi, nez
v pfipadé aplikace suchého tepla, ¢emuz vSak odporuji dosavadni vysledky Zivotaschopnosti
spor v bentonitu BCV ziskané v projektu BioBen (Cerna, nepublikovano). Mechanismy, kterymi
na mikroorganismy pusobi teplo v suchém a mokrém stavu se liSi, u suchého tepla je hlavnim
negativnim efektem poskozeni DNA, kdezto v pfipadé vihkého tepla jsou pak poskozené
predevsim proteiny, které chrani sporu (Setlow, 2014). Vysoka teplotni odolnost pfirozenych
bentonitovych bakterii se opakované prokazala i u Ffady bentonitovych studii, kde aplikace
vysokych teplot (> 100°C), zpravidla za u¢elem sterilizace, vedla sice ke sniZzeni kultivovatelnych
mikroorganism(l, avSak €asto ne kjejich uplné likvidaci (Lucht and Stroes-Gascoyne, 1996;
Bengtsson and Pedersen, 2016, 2017a). Vysoka dlouhodoba teplotni odolnost bentonitovych
mikroorganismu byla také potvrzena v pfipadé ¢eského BCV bentonitu zahfivaného v praskovém
stavu na 150°C po jeden rok (Ka$par et al., submitted).

Podobné jako vysokou teplotu, dokazi mikroorganismy dobfe snaset i vysychani at jiz ve formé
spor, nebo jako vegetativni buriky v suchém stavu (Nicholson et al., 2000; Billi and Potts, 2002).
Spory dokazi dobfe snaset opakované cykly vysoudeni a re-saturovani na rozdil od metabolicky
aktivnich bunék, které jsou zpravidla zabité jiz jednim vysouSecim cyklem (Setlow, 2014).
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Montmorilonit ma vysokou afinitu k vodé a bunécné stény bakterii jsou pro vodu dobfe prostupné.
Pokud se tedy mikroorganismus dostane do prostfedi bentonitu s nizkou vodni aktivitou, bentonit
buniky vysusi. VysouSeni je jednou z bézné pouzivanych metod pro dlouhodobé uchovavani
zivotaschopnych mikroorganismu (Stamp, 1947) a pokud jsou navic mikroorganismy vysouseny
pomalu a opatrné, je dosazeno zvySené zivotaschopnosti i po dlouhém skladovani (Potts, 1994).
Z tohoto pohledu tedy bentonit pfedstavuje idealni prostfedi pro dlouhodobé uchovavani
zivotaschopnych mikrobialnich bunék. Vysoka odolnost vuci vysychani byla experimentalné
ovéfena také na Seském bentonitu BCV v projektu BioBen (Cerna et al., 2021). Maximalni délka
Zivota dormantnich stadii vSak neni znama. Je znamo, Ze mikrobialni metabolismus v hlubinnych
akviferech je velice zpomaleny oproti metabolismu bakterii blize povrchu, kde jsou ziviny mnohem
dostupnéjsi (Lovley and Chapelle, 1995). V dusledku toho mohou mit mikroorganismy Zijici
hluboko pod zemi velice dlouhé generacni doby v Fadu tisicl let (Jergensen and Boetius, 2007)
a u metabolicky neaktivnich dormantnich stadii mdze byt generacni doba jesté delsi.

Je zajimavé, Ze vysoka odolnost spor vici ionizujicimu zafeni ma pravdépodobné uzkou spojitost
s odolnosti viéi vysychani. Vysychani zplsobuje poSkozeni rlznych enzym( a elektronového
transportniho fetézce, coz zvySuje mnozstvi volnych radikald v burice a nasledné poskozeni DNA
(Billi and Potts, 2002). K podobnému poskozeni volnymi radikaly dochazi pfi ozafovani (Azzam
et al., 2012). Tato koincidence spolu s faktem, Ze se na nasi planeté nenachazi zadné pfirozené
vysoce radioaktivni prostfedi, vedlo (Mattimore and Battista, 1996) k formulovani hypotézy, ze
rezistence vuci vysuSovani mlze jako vedlejSi u€inek vést také k vysokeé rezistenci vuci ucinkim
ionizujiciho zafeni, nebot v obou pfipadech je k pfeZiti bunék tfeba podobnych opravnych
bunéénych mechanismu. (Musilova et al., 2015) skute¢né dokazala silnou korelaci mezi odolnosti
vuci vysychani a ionizujicimu zafeni napfi¢ mnoha druhy bakterii. Z tohoto pohledu Ize tedy
ocCekavat, Zze mikroorganismy v bentonitu, jez jsou opakovanému vysychani dobfe pfizplsobené,
budou téz vykazovat vysokou odolnost vlc&i ionizujicimu zareni. Zaroven plati, Zze davkovy pfikon
na povrch UOS by napf. v pfipadé Svédského konceptu ani v pribé&hu prvotni nejextrémnéjsi
termalni faze nemél pfesahnout 0,5 Gy/hod (Svensk Karnbranslehantering AB, 2006), coz je
davka, kterou mikroorganismy dokazi pomérné dlouhodobé snaset (Brown et al., 2015). Vyskyt
sporulujicich mikroorganism( tedy vyznamné znesnadnuje dlouhodobou predpovéd vyvoje
mikrobialniho osidleni v ulozisti a jeho vlivu na stabilitu Ulozisté. Pfi studiu a hodnoceni riznych
faktor( limitujicich mikrobialni aktivitu v HU RAO by kromé& samotné detekce mikrobidlni aktivity
(aktualni stav) méla byt hodnocena téz schopnost spor piezit v danych podminkach (potencialni
budouci stav).

5.3 Mikroorganismy v cementovych materialech

Bakterie a archea jsou diky svym neoby€ejnym vlastnostem schopné pfezit za nejrizné&jSich
extrémnich podminek napf. v prostfedi s vysokou teplotou nebo zvySenou koncentraci soli,
v pudach a pramenech s vysokym, €i nizkym pH a dokonce i v oblastech s vysokou radiaci.
Vétsiné mikroorganismu se nejlépe dafi za neutralniho pH, ale existuji i takové, které vyborné
snaseji prostredi se zvySenymi hodnotami pH 9 a 10 tzv. alkalifilni bakterie. K adaptaci na vysoké
hodnoty pH pfispiva hned nékolik vlastnosti téchto mikroorganizmu a to je struktura a stavba
bunécné stény, vyuziti raznych druht sodikovych kanall i zvySena produkce karotenoid
v membranach bunky pfi vysokych pH (Horikoshi, 1999; Fujinami et al., 2007; Fujinami and Ito,
2018; Hicks et al., 2019).
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Alkalifilni bakterie se pfirozené vyskytuji v pidach a alkalickych jezerech, jako napf. Alkalibacter
saccharofermentans, Bacillus pseudofirmus, B. sphaericus, B. megaterium, Sporocarcina
pasteurii a Staphylococcus succinus (Ramachandran and Bang, 2001; Garnova et al., 2004;
Stabnikov et al.,, 2013; Mondal and (Dey) Ghosh, 2019). Rod Shewanella muze prezit
v prostfedich s pH hodnotou 12 (Ghosh et al., 2009). Mnoho alkalifilnich bakterii zaroven toleruje
zvySené koncentrace soli a jsou tedy halotolerantni jako napf. Staphylococcus succinus
z Mrtvého mofe v Jordansku nebo Alkalibacter saccharofermentans z transbajkalské oblasti
v Rusku (Garnova et al., 2004; Stabnikov et al., 2013). Pedersen a spol. (Pedersen et al., 2004)
zkoumali vyskyt bakterii v unikatnich hyperalkalickych pramenech Maqgarin s vysokym obsahem
vapniku v Jordansku. Hodnota pH zde dosahuje az 12,9 a presto se zde naslo 82 klonu
v koncentraci tisici az nékolik miliond bunék/ml. Navzdory jejich malému poctu, pomalému ristu
a nizké metabolické aktivité, jejich vyskyt v takto extrémnich podminkach je dikazem toho, ze
bakterie jsou schopné prezit ve vysoce extrémnich podminkach (Pedersen et al., 2004).

VétsSina studii zkoumajicich mikrobialni vlivy v alkalickém prostfedi betonu se orientuje na
povrchovou degradaci betonovych budov nebo korozi kanalizaénich systému, ktera bude
diskutovana nize. Jak bude popsano dale, nejedna se vtéchto pfipadech o alkalifilni
spoleCenstva. Nicméné studii systematicky zkoumajici pfirozenou mikrofléru v betonu nebo
cementu je poskrovnu. Je to zfejmé dano pfedevsim tim, Ze vyroba cementu probiha za vysokych
teplot (az 1500 °C) a beton je tvrda sucha hmota s minimalnim obsahem vody po vytvrdnuti, s
velmi vysokym pH, zvySenym obsahem soli a velmi malym obsahem Zivin, kteréZto vlastnosti
jsou obecné nepfriznivé pro zivot bakterialnich spoleenstev. DalSi vliv na malé mnozstvi publikaci
vénujicich se tomuto tématu ma i to, Ze izolace DNA z takovychto extrémnich materiala je velmi
problematicka. Mala mnozstvi DNA izolovana z pad a jili mohou byt pfi sekvenaci lehce
kontaminovana (Kiledal et al., 2021). Diky vysokym pH se DNA z cementu a betonu extrahuje
jesté slozitéji a klasické protokoly pro extrakce DNA z betonlt/cementl nefunguji (Maresca et al.,
2016). Navic molekula DNA podléha denaturaci v prostfedich s pH vysSi nez 11,65 a nad pH 12
je jiz tento proces nevratny (Ageno et al., 1969).

Uvnitf i na povrchu betonu zrajiciho v béznych venkovnich podminkach po dobu jednoho roku se
ale presto molekularné genetickymi i mikrobiologickymi technikami podafilo najit zastupce
bakterialnich tfid a-Proteobacteria, y-Proteobacteria a Actinobacteria, z nichz mnohé se podafilo
kultivaéné namnozit a identifikovat (Maresca et al., 2016). Diverzita bakterii byla vy$Si na porvrchu
nez uvnitf betonovych valci. Byly to bakterie rodld Paracoccus, Pseudoalteromonas,
Arthrobacter, Kocuria, Dletzia, Nocardioides a Rhodococcus. Tyto bakterie byly ziskany kultivaci
v alkalickém médiu o pH 8 a jsou to pfevazné aerobni €i fakultativné anaerobni druhy. Uvnitf
betonu pak byla zastoupena i Celed Bacillaceae, fakultativné anaerobni sporulujici bakterie,
jejichz zastupce se nepodafilo izolovat (Maresca et al., 2016). Druhy ze skupiny Actinobacteria
bé&zné snaseji vyssi pH 8-10 a podobné i vétSina zastupcl rodu Bacillus sp (Spanka and Fritze,
1993; Borsodi et al.,, 2011; Joo and Choi, 2012; Shivlata and Satyanarayana, 2015). Uz
pritomnost téchto heterotrofnich druhl muze plsobit lokalni zmény v pH betonu, protoze ac
neprodukuji silné anorganické kyseliny jako kyselé siru oxidujici druhy, mohou produkovat slabé
organické kyseliny nebo poskytovat ziviny jinym, koroze schopnym druhim. Stejny tym (Kiledal
et al., 2021) se v posledni dobé zaméfil na zodpovézeni otazky, odkud tato bakterialni masa
pochazi. Autofi porovnavali vyvoj bakterialniho spoleCenstva v ¢ase dvou let a dvou rdznych
betonovych materialech. Jeden umozhujici ASR (alkali-silica reaction, viz dale) a druhy s pfimési
popilku, ktery tuto reakci potlacuje. Na zakladé sekvenacnich dat z téchto vzorkd a porovnavacich
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analyz mezi vzorky a s existujicimi databazemi (Earth Microbiome Project, EMP) dosli autofi k
nékolika stéZejnim zavériim.

1.

Mikrobialni komunita pochazi z dil¢ich materialovych komponent betonu, zejména Stérku
(30-40 %) a prekvapivé také vysoce alkalického cementu (14 % na pocatku a 30 % na
konci studie). Ve Stérku byly nalezeny zastupci Pelotomaculum, Bacillus, Aeromicrobium
a Burkholderia s hlavnim indikatorem Nosocomiicoccus. V cementovém prasku se
spolecenstvo skladalo pfedevsim z Pantoea, Burkholderia, Acinetobacter, Psychrobacter,
Streptococcus, Staphylococcus, Corynebacterium s hlavnim indikatorem Nocardia.
Pritomnost popilku potlacujiciho ASR nema statisticky vyznamny vliv na slozeni
bakterialni komunity, nicméné zastoupeni individualnich druht se vyznamné li§i u téchto
dvou betonu.

Potencialnimi indikatory ASR byly pomoci logistické regrese nalezeny Rhodocyclaceae,
Rheinheimera soli, Flavobacterium a Lawsonella, dale Arcobacter, Lawsonella a
Bryobacter byli identifikovani rGznymi metodami.

Mikroorganismy vyskytujici se v betonech vykazuji podobnost s mikroorganismy
pochazejicimi z fyzikalné-chemicky podobnych prostfedi napf. alkalickych pad, travertinu,
povrchu kamend, solnych jezer apod. (analyza EMP).

Ackoliv kazdy z betonovych materiall je slozeny z neidentickych materiall, jejich
chemické a fyzikalni vlastnosti jsou podobné, a tedy pokud bude selekéni tlak dost silny,
oCekavaji, ze mikrobialni spoleCenstva se stanou v ase podobnymi.

Vyvoj bakterialniho spole€enstva je do jisté miry ovlivnén i okolnim prostfedim, protoze v
letnim Case (pravdépodobné v dasledku sezénniho pfisunu Zivin) relativni zastoupeni
mikroorganismu narusta (Kiledal et al., 2021).

Vezmeme-li v ivahu zplsob pfipravy cementovych matric, mnozstevni pozadavky a vysledky
vySe zminéné studie, musime podcitat s pfitomnosti mikroorganismua pfimo v matricich a jejich
negativnim dopadem na dlouhodobou stabilitu. Dal$im ohroZenim budou mikroorganismy, které
se dostanou do ulozist' spolu s podzemni vodou nebo lidskou ¢innosti. Pravidelny chemicky i
mikrobiologicky screening pfitomnych spoleCenstev bude nutny pro kontrolu vyvoje prostfedi v
ulozistich a pomulze odhadnout mozné dopady na soudrznost cementovych matric. Vhodna pfima
(jako pfisada pfi pfipravé matric) i dodate€na uprava cementovych matric by mohla vyznamné
pfispét k oddaleni nezadouci deteriorace cementovych matric v dlouhodobém méfitku.
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6 Nezadouci procesy souvisejici s mikrobiologickou
aktivitou, které mohou ovlivnit funkci HU

6.1 Mikrobialni koroze (MIC)

MIC oznacduje jakékoliv korozivni pusobeni mikroorganismu (tj. biokorozi) na materidly nejen
kovové povahy, a to obvykle pfimo &i nepfimo v bezprostiedni blizkosti rozhrani mikrobialniho
biofilmu a povrchu materialu (Beech and Sunner, 2004; Enning and Garrelfs, 2014, Rajala, 2017).
Jinak feceno, MIC zastfeSuje vysledek vzajemnych interakci mezi povrchem napf. kovového
materialu, produkty vzniklymi z abiotické koroze a pfitomnymi mikroorganismy s jejich metabolity
a enzymy, pfiemz se nejCastéji jedna o korozi lokalizovanou (ddlkova, Stérbinova a pod
nanosem) a projevujici se ve vysledku shodné jako fada jinych typu abiotickych korozi (Little et
al., 1991; Li et al., 2001; Beech and Sunner, 2004; Revie and Uhlig, 2008; Enning and Gatrrelfs,
2014; Paula et al., 2016). V zakladu rozliSujeme pfimou MIC (tzv. EMIC) a nepfimou MIC (tzv.
CMIC). Jednim z historicky nejprozkoumanéjsich typa MIC je smiSena bioticka/abioticka redukce
oxidu manganicitého (Boogerd and de Vrind, 1987; Shi et al., 2002; Dexter et al., 2003). Zaroveri
je biokoroze za podminek simulujicich HU vyraznym pfispé&vatelem k celkové korozi, kterou mdze
az nékolikanasobné navysit (Rajala et al., 2019).

Biokorozi a abiotickou korozi tedy nelze jednodude oddélit, nebot’ se jedna o vzajemné propojeny
systém — viz i EET diskutovany nize. To je nutné dano mimo jiné shodnym tokem elektronu, od
negativnéjSiho k pozitivnéjSimu potencialu, u obou typl korozi — viz ,Unifying electron transfer
hypothesis® (Hamilton, 2003), nebot’ pro biotické i abiotické entity plati zakony termodynamiky a
kinetiky shodné, byt Zivé systémy vynikaji svoji komplexitou a nestabilitou. Pro zivy svét dale
charakteristicka potfeba ziskavat, zpracovavat a uchovavat energii se bez toku elektronu
neobejde. Mikroorganismy zpusobujici MIC, tedy zejména prokaryota — bakterie a archea, byvaji
vzhledem k prakti¢nosti i omezené moznosti vyuZiti jejich zna¢né uniformniho fenotypu pfi
klasifikaci a determinaci tradi¢né klasifikovany na zakladé pfevazujiciho typu metabolismu,
respektive na zakladé svého primarniho zdroje energie, donoru elektronl ¢i kone€ného akceptoru
elektront (Rajala, 2017). K tomu je tfeba dodat, Ze mikroorganismy vzdy vyuzivaji takovou
kombinaci donortd a akceptoru, ktera je aktualné energeticky nejefektivnéjsi (Madigan et al.,
2018), pficemz se takto zapojuji do biogeochemickych cykll mnoha prvkd (Ehrlich et al., 2002;
Gadd, 2010).

S kovovymi povrchy byvaji nejCastéji asociovany ty bakterialni skupiny, které se zaroven fadi
mezi nejCastéjSi mikroorganismy zpuUsobujici MIC, tedy zejména bakterie vyuzivajici riznych
forem siry a Zzeleza (SRB, SOB, IOB i IRB), a dale také bakterie vyuZivajici kovy v atomarnim
stavu, dusi¢nany (NRB), oxidujici mangan nebo acetogenni ¢i metanogenni bakterie/archea
(Cernouéek et al., 2021; Dowling et al., 1992; Javaherdashti, 2017; Lens et al., 2003; Usher et
al., 2014; Vigneron et al., 2016). Hlavnimi bakterialnimi metabolity se silnym korozivnim u€inkem
vuci Zelezu/oceli jsou organické a anorganické kyseliny, tékavé latky (sulfan ¢i amoniak), dale
mohou bakterie spotfebovavat elektrony pfimo z Zelezného/ocelového povrchu materialu i
poskozovat pasivni vrstvu oxidd coby pfirozenou povrchovou ochranu kovového povrchu (K
Pedersen et al., 2000; Beech and Sunner, 2004; Venzlaff et al., 2013; Zarasvand and Rai, 2014).
Magnetit (Fes04) tvofi pasivni vrstvu chranici povrch UOS z uhlikové oceli pfed dalsi korozi a
pokud bude mikrobialni ¢innosti redukovan, mize to vést k reaktivaci koroznich procesu v ulozisti
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(Herrera and Videla, 2009). V3echny tyto biokorozivni u€inky tak mohou negativné ovlivnit
stabilitu a Zivotnost kovovych (Zelezo/ocel) obalovych materialt v HU.

Zatimco v aerobnich podminkach probiha koroze zelezaloceli pfevazné chemickou cestou, v
anaerobnim prostfedi byvaji za korozi téchto materiald zodpovédny zejména SRB (Uhlig and
Revie, 1985; Bitton, 2002; De Romero et al., 2002), které jsou dlouhodobé povaZovany za
nejvétsi hrozbu v ramci MIC pro Zelezné/ocelové obalové materialy v HU, za podminek anoxie,
ze vSech vyse zminénych skupin (Beech and Sunner, 2007; Booth, 1964; Cernousek et al., 2021;
Enning and Garrelfs, 2014; Hamilton, 1985; Lee et al., 1995). Mechanismy jejich korozivniho
pusobeni, pfi kterém mimo jiné vznika FeS, byvaji déleny do dvou kategorii, a to produkce H,S
prevazné v ramci CMIC a spotieba katodického vodiku v ramci EMIC, jenZ se vytvafi na povrchu
zeleza pfi kontaktu s vodou (Dinh et al., 2004; Enning and Garrelfs, 2014). At uz jde o pfimou ¢i
nepfimou MIC, jejim vysledkem je sniZzeni dlouhodobé stability a tim i bezpecnosti kovovych
obalovych soubor v HU (Libert et al., 2014). Konkrétni rychlost biokoroze uhlikové oceli pod
vlivem SRB (respektive celkové koroze) se mlze i mezi shodné nastavenymi zkoumanymi
systémy vyrazné lisit — od 0,05 mm/rok po 3 mm/rok (Beech and Sunner, 2004), coz byva obvykle
vysvétlovano rozdilem v druhové diverzité (struktufe bakterialniho spoleenstva), a tedy i
rozdilem v metabolickych aktivitach.

Je tfeba pfipomenout, Ze se v pfipadé SRB jedna pouze o funkéni skupinu vymezenou
metabolicky. Z evoluéniho pohledu spadaji SRB do minimalné ¢ty nepfibuznych fylogenetickych
linii (Castro et al., 2000), viz také Obr. 5. Jak ukazaly dalSi vyzkumy, hrozbu MIC pro
Zelezné/ocelové materialy neni mozno jednoduse zredukovat pouze na SRB, velkou roli mohou
hrat i jiné bakterie, napf. IRB (Lee and Newman, 2003; Dinh et al., 2004; Javaherdashti, 2017).
Navic ma MIC zpusobena IRB vliv i na vlastnosti a tim na bezpe¢nost samotného bentonitu
(Kostka et al., 1999; Kim et al., 2004). V dlouhodobém in-situ experimentu (Rajala et al., 2015)
se pak nejhojné;jsi bakterialni skupinou podilejici se na tvorbé a metabolismu biofilmu po pfidani
uhlikové oceli do jinak velmi chudého prostfedi zvodnélého podlozi ukazaly byt
betaproteobakterie, které rovnéz pfirozené dominovaly v okolnim prostfedi. Obdobny vysledek
pfineslo monitorovani MIC v systému dalkového vytapéni (Kjellerup et al., 2003). Na druhou
stranu, paklize v prostfedi dominovaly SRB, hraly nasledné& dominantni roli i pfi MIC uhlikové
oceli (Cernousek et al., 2020).

Mikroorganismy (populace druht i jednotlivé funkéni skupiny) pfirozené se vyskytujici ve vodé i
terestricky, a to v€etné hlubokého podzemi, ale nefunguji jako solitérni entity. Naopak, maji velmi
silnou afinitu k tvorbé biofilmd (viz i kap. 6.4.2), a to jak pfirozené se vyskytujicich (Flemming,
2002), tak zu€astnénych v MIC na povrSich kovové povahy jako jsou Zelezo/ocel (Kjellerup et al.,
2003; Rajala, 2017). V ramci biofilmud tvofi mikroorganismy velmi komplexni a vysoce odolna
spoleCenstva nejen bakterii a archea, ale nékdy rovnéz eukaryot (Usher et al., 2014). Biofilm,
ktery se na zelezném/ocelovém povrchu vytvofi, je dale zavisly na teploté, dostupnosti Zivin, a
zaroven vykazuje zvySené abundance i diverzitu bakterii pfi porovnani s mikrobialnim pozadim
(Rajala et al., 2015; Rajala, 2017). Vznikly mikrobialni biofilm vSak mize ve vysledku biokorozi
nejen urychlovat (prozkoumanéjsi fenomén), ale rovnéz zpomalovat, a to skrze produkci
ochranné vrstvy oxidd/sulfidd (napf. MnO, &i FeS) na korodovaném povrchu (Little et al., 1998;
B. Little and Ray, 2002; Jones and Amy, 2002; Ornek et al., 2002; Enning and Garrelfs, 2014;
Javaherdashti, 2017). | samotna degradace koroznich vrstev mize mit ve vysledku inhibi¢ni efekt
na MIC, nebot tim dochazi ke zni€eni ekologickych nik nezbytnych pro Zivot SRB, hlavnich
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puvodcl koroznich jevl v anaerobnich podminkach. Navic pusobeni chemoorganotrofni IRB,
které snizuji obsah kysliku na povrchu kovovych materiall, mize vést k pasivaénimu efektu

(Potekhina et al., 1999).

Z pfirozenych negativnich vliva je dobfe zdokumentovano vyrazné urychleni MIC spole¢nym
vyskytem 10B s reducenty dusi€nant v ramci biofilmu (Usher et al., 2014) ¢i spoluprace IRB a
SRB (Obuekwe et al., 1981). Je nicméné evidentni, ze nékolik miliard let trvajici evoluce (a ¢asto
i koevoluce) bakterii a archea vyprodukovala druhy, které jsou schopny ve spolupraci s dalSimi
¢leny biofilmu ve svém metabolismu vyuzit témér jakykoliv material a pfi MIC pUsobit synergicky.
Vznikaji tak fetézce metabolitd umoznujici spoleény vazany rlist mnoha rtiznych druhd v ramci
jednoho biofilmu (Rajala, 2017). Vysledky starSich laboratornich biokoroznich experimentu je tak
tfeba brat s jistou rezervou, nebot bylo jasné prokazano, ze pfirozena bakterialni spoleCenstva
maji vyrazné vétsi vliv na MIC neZli Cisté bakterialni kultury pouzivané dfive (Pitonzo et al., 2004).

Z antropogennich vlivli MIC vyrazné urychluje dodavka organického uhliku, coby zdroje energie,
k mikrobialnimu biofilmu, pfi€emz organicky uhlik v riznych podobach obsahuje navic samotny
bentonit (Pedersen, 2017; Rajala, 2017). Naopak pfitomnost betonu v HU, coby dal$i bariéry,
svymi antikoroznimi u&inky (zvyseni pH, uhli¢itan vapenaty) MIC vyrazné zpomaluje a tim
ZlepSuje integritu, stabilitu a dlouhodobou bezpe&nost obald z uhlikové oceli v HU (Rajala, 2017).
Je ale otazkou, zda tento efekt mize byt dlouhodoby, nebot beton si své vysoké povrchové pH
branici narastu biofimd nejspige ani v HU neudrzi dostate¢né dlouho. Z dal$ich negativnich
faktoru to je pfitomnost jakychkoli nehomogenit v bentonitové bariéfe, ktera vede k urychleni MIC
(Stroes-Gascoyne, 2010).

Samotny biofilm nelze brat jako prosté spole€enstvo populaci jednotlivych mikrobialnich druhu,
ale jedna se o dosti komplexni systém, ve kterém velkou roli hraje extracelularni matrix, tj.
produkce extracelularnich polymernich latek, tzv. EPS, schopnych vazat ionty kovd a fungovat
téz jako velmi dobry elektrolyt (Little et al., 1991; Kinzler et al., 2003; Rohwerder et al., 2003). V
soucasné dobé se do popiedi zajmu navic dostava studium tzv. EET, tedy extracelularniho
transportu elektronll propojujiciho metabolismus jednotlivych bunék s extracelularnimi pevnymi
Casticemi v ramci biofilmu (Kato, 2016). Vzhledem ke své vyrazné strukturalni heterogenité a
biodiverzité tak biofilmy predstavuji vysoce komplexni systémy o mnoha proménnych a
neznamych, pfi¢emz velky vliv na formovani biofilmu ma i samotny povrch materialu (Little and
Lee, 2007). | proto je velmi tézké obsahnout cely potencialni efekt MIC a jeho pfirozené
mechanismy v ramci jakéhokoliv biofiimu (Lee and Newman, 2003; Dinh et al., 2004), natoz
biofilmu v HU se spoustou dosud ne zcela znamych linii mikroorganismt (Hoehler and Jergensen,
2013; Rajala, 2017), byt zakladni funkéni skupiny ucastnici se MIC, v€etné jejich projevd, jiz
zname.

Zavérem je nutno poznamenat, ze gravimetrické metody Siroce pouzivané k méfeni koroze v
terénu i laboratofi nejsou vzdy dostate¢né citlivé na detekci MIC. Podobné nejsou
elektrochemické metody vzdy schopné méfit rychlosti lokalizované koroze. Jako nejslibnéjsi se
tak aktualné jevi in-situ experimenty, které kombinuji monitorovani koroze v realném Case s
mikrobialnim vzorkovanim po del$i ¢asova obdobi (Rajala, 2017).
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6.2 Produkce plynu

Mikroorganismy mohou byt také zodpovédné za zmény v tlakovych podminkach v HU RAO.
Produkuji rizné plyny, jako je sulfan, oxid uhli¢ity, vodik & metan jako vedlej$i produkty svého
metabolismu, vétSina z téchto plynl je navic produkovana za anaerobnich podminek, ktera se
odekavaji v prostfedi HU RAO. Rozdil mezi mirou produkce plyni a jejich difusi do okolniho
prostiedi Ci spotfebovavanim biotickymi ¢i abiotickymi procesy mulze vést ke vzniku prasklin
v bentonitové tésnici vrstvé Ci okolni horniné a vytvofeni preferenCnich cest pro mikrobialni
aktivitu v blizkosti UOS ¢&i unik radionuklidu do prostfedi (Mulligan et al., 2009). V pfipadé sulfanu
pfedstavuje specificky problém MIC a mineralogické zmény bentonitu (viz kap. 6.1 a 6.3). Na
druhou stranu plati, Ze pro bezpe&nost HU RAO je také nezbytné znat detailni informace o
geochemii plyn(i v aquiferech v okoli HU RAO, nebot ty mivaji kromé biotického téZ abioticky
puvod a mohou naopak hrat zasadni roli v rozvoji mikrobialni aktivity v hloubkach relevantnich
pro HU RAO. Metan, stejné tak jako oxid uhligity/hydrogenuhligitany & vodik miize vyznamnym
zpUsobem potencovat rozvoj mikrobialni aktivity, jak bylo ukazano v fadé studii (Mulligan et al.,
2009, p. 2; Bagnoud et al., 2016a; Rajala and Bomberg, 2017), viz nize.

Vodik je plyn, ktery bude v prostfedi ulozisté vznikat jednak abiotickymi procesy — radiolyzou
vody, abiotickou korozi a geologickymi procesy, a jednak &innosti mikroorganismd — MIC,
fermentace, oxidace metanu (Libert et al., 2011). Bagnoud et al. (2016a) v in-situ experimentu
prokazal, Ze vodik je v anoxickém a hlubinném prostfedi rychle oxidovan metabolickou €innosti
mikroorganismU, nebot' je preferovanym donorem elektront. Podobné (Bleyen et al., 2017)
pozorovala vyrazny nartst mikrobialni redukce dusi¢nanl po pfidavku donort elektronu jako je
H> Ci acetat v in-situ experimentu zaméfeném na hlubinna ulozisté stfedné aktivniho (pfedevsim
organického) odpadu. Riziko vzniku pretlaku vodiku je proto v prostfedi HU RAO malé, jeho
samotna pfitomnost vSak vyznamnym zpusobem zvySuje mikrobialni aktivitu. Metabolickou
¢innosti mikroorganism pak muze vznikat fada dalSich latek, jako jsou sulfan, metan &i organické
kyseliny, jez mohou mit negativni vliv na stabilitu ulozisté. MnoZstvi dostupného vodiku
(biotického i abiotického) v prostfedi ulozisté tedy bude vyznamnym faktorem pro rozvoj
mikrobialni aktivity. Ve srovnavaci studii za pouziti velikého mnozstvi vzorkdi podzemnich vod
z riznych hloubek Fennoskandinavského Stitu (Kietavainen and Pedersen, 2016) zjistili, ze
koncentrace vodiku v podzemni vodé stoupa s pfibyvajici hloubkou pod zemi. Variabilita
v geochemickém slozZeni plynd mezi lokalitami vSak byla velika a tento vysledek ukazuje na
nezbytnost ziskat co nejvétsi datasety vzork( z relevantnich lokalit pro ziskani kvalitnich
vysledka.

Tvorba sulfanu jakozZto odpadniho produktu mikrobialni redukce siranu je problém, ktery maze
hrat velikou roli jako puvodce MIC v ulozistich vysoce radioaktivniho jaderného odpadu. Vice o
problematice MIC v HU (viz kap. 6.1). Produkovany sulfan miize byt v prostfedi GloZisté navic
efektivné vyvazovan pomoci Zelezitych pfimési v bentonitu, coz sniZuje jeho koncentraci v okoli
UOS, ale v dlouhodobém méfitku se mize negativné podepsat na geotechnickych vlastnostech
bentonitu, jak je popsano v kapitolach 5.2 a 6.3,

Produkce metanu a oxidu uhli¢itého mlze byt zasadnim faktorem obzvlasté v ulozistich stfedné
aktivniho odpadu, kde bude skladovano veliké mnozZstvi organického materialu, jezZ mize slouzit
bakteriim jako zdroj zivin (Small et al., 2008). Oxid uhli€ity je totiz hlavnim odpadnim produktem
metabolismu organickych latek (Madigan et al., 2018). Problematika produkce metanu vS§ak muze
byt dulezita téz v ulozistich vysoce radioaktivniho jaderného odpadu a to v pozdnich fazich, kdy
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jiz budou spotfebované jiné dostupné a preferované TAE a metanogeneze se stane jedinym
dostupnym zdrojem energie (Bernier-Latmani and Boylan, 2018). Oxid uhliCity ¢i metan muze
podobné jako vodik nasledné slouzit jako zdroj zivin pro mikrobialni metabolismus za existence
velice nizkych redoxnich podminek (Small et al., 2008). Metan muze byt oxidovan anaerobné za
soucasné redukce sirant anaerobnimi metanotrofnimi archea (Knittel and Boetius, 2009), coz je
dosud velice malo prozkoumany proces, jehoZ vysledkem je vSak podobné jako u SRB produkce
sulfanu a tedy Ize odekavat, ze muze mit téZ vliv na stabilitu HU. O tomto procesu v prostiedi
ulozisté vSak dosud neexistuji relevantni informace.

(Sheppard et al.,, 1996, 1997) studovali produkci metanu v bentonitovych suspenzich
obsahujicich podzemni vodu a zjistili, Ze pfitomnost jilovitého materialu v suspenzich inhibuje
metanogenezi i za podminek, které by mély byt pfihodné, a i kdyZ v samotné podzemni vodé k
metanogenezi dochazelo. V navazujicich experimentech odhalili, Zze produkce metanu je
inhibovana obsahem sirant a mikrobialni aktivitou SRB a vyvodili, ze k produkci metanu tak
v ulozisti dojit muze, ale jen za velmi specifickych podminek a po velmi dlouhém ¢ase. Méfitelna
produkce metanu nastavala pouze po inkubaci bentonitovych suspenzi po dobu dvou a vice let,
béhem nichz doslo k vyrazné redukci pfitomného siranu z bentonitu vlivem pfitomnych SRB.
Inhibi¢ni efekt aktivity SRB na metanogenezi shodné ukazala fada dalSich studii (Winfrey and
Zeikus, 1977; Pedersen et al., 2014). K metanogenezi v prostfedi bentonitu a HU tedy dochazet
muZe, ale ve shodé s teoretickym oCekavanim az pfi dosazeni velmi nizkych hodnot redoxniho
potencialu, kdy jiz budou energeticky vyhodnéjSi substraty spotfebovany predchozi Cinnosti
mikroorganismu. Redoxni potencial prostfedi by mél byt nizSi nez -240 mV, aby v ném mohla
metanogeneze probihat (Madigan et al., 2018). Neni proto pfili§ pfekvapivé, Zze rizné dlouhodobé
laboratorni a in-situ experimenty metanogenni aktivitu v kompaktovaném bentonitu, kde jsou
metabolické procesy velice zpomalené, nepotvrdily. (Stroes-Gascoyne et al., 2002) nezjistila
kultivovatelné metanogeny ve vzorcich kompaktovaného bentonitu kultivovaného 6,5 let v in-situ
Isotermalnim testu. (Bernier-Latmani and Boylan, 2018) zjistili po jednom roce pouze velice nizké
zastoupeni metanogennich archea ve vzorcich pérové vody z vrta v Opalinus Clay, ktera také
obsahuje fadu energeticky vyhodnéjSich Zivin jako je trojmocné Zelezo Ci sirany. Na druhou stranu
V navazujicim in-situ experimentu s vyuzitim smési pisku a bentonitu (4 : 1) a externiho pfidavku
vodiku byl nartst metanogenl a fermentujicich mikroorganismi detekovan jiz po 9 mésicich
kultivace, kdy doslo vlivem metabolické aktivity ke spotfebovani dostupnych sirand. Laboratorni
experimenty s bentonitem v uzavienych systémech, kde byly po¢ate¢ni koncentrace siranu velice
nizké v8ak prekvapivé k nartstu metanogennich archea nevedly, vzorky byly i po 150 dnech stale
dominovany SRB. Z experimentl vyplynulo, Ze vyznamnym faktorem pro metanogenezi muze
byt mnozstvi pfitomnych bikarbonatu, jez slouzi jako anorganicky zdroj uhliku pro metanogenezi
a které se musi v prostfedi nachazet v dostateCném mnozstvi, aby byla metanogeneze
termodynamicky vyhodna. (Mijnendonckx et al., 2019) zjistila narlst parcialniho tlaku metanu a
pfitomnost metanogent v pérové vodé v Boom Clay v dlouhodobém in-situ experimentu,
methanogeny byly v malém mnozstvi detekovany také v dlouhodob& monitorovanych vrtech
v Opalinus clay (Stroes-Gascoyne et al., 2011b) coz opét ukazuje, Ze metanogeneze je
v prostiedi ulozisté mozna, avSak za specifickych podminek.

Na druhou stranu, tvorba metanu je bézné detekovana v hlubinnych podzemnich vodach, které
jsou obecné na zZiviny chudé a k metanogenezi tak muze termodynamicky dochazet snaze a
rychleji (Nuppunen-Puputti et al., 2018). (Kietdvainen and Pedersen, 2016) zkoumali sloZeni
plyn ve dvou desitkach hlubinnych vrta napfi¢ fenoskandinavskym Stitem a zjistili, Zze v plynné
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fazi obecné prevazoval metan s dusikem. SloZeni plynt Caste¢né zaviselo na litologii, vySsi
produkce metanu byly pozorovany v metamorfovanych usazeninach nez v granitickych
horninach, které obecné obsahuji mensi mnozstvi dostupného uhliku. Mnozstvi metanu
v podzemni vodé také mélo tendenci stoupat se vzrlstajici hloubkou. (Pedersen et al., 2014) ve
shodé s timto ukazal, Zze ve vodé dochazi ke hloubkové stratifikaci a velice rozdilnému slozeni
mikroorganism( v zavislosti na dostupnosti siranu. Ve vysSich vrstvach se nachazely sirany a
SRB, kdezZto v hlubSich vrstvach byly jiz sirany spotfebovany, a proto zde dominovaly
metanogeny. Pfitomnost ¢i nepfitomnost jediného geochemického parametru (sirand) mize tedy
velice vyznamnym zpusobem ovlivnit sloZeni mikrobialnich komunit v podzemi. Podobna
hloubkova stratifikace, ale ve vztahu ke kysliku, byla detekovana téz v pribéhu mikrobialniho
monitoringu na Bukové (Steinova et al., 2021).

6.3 Mikroorganismy ptisobené mineralogické zmény v bentonitu

DalSim mikrobialné pusobenym jevem, ktery mize ovlivnit dlouhodobou bezpecnost a stabilitu
hlubinného ulozisté, jsou zmény v mineralogické struktufe bentonitu a s nimi spojené zmény
geotechnickych vlastnosti. V bentonitech je pfitomné trojmocné Zelezo Fe** v samotné mineralni
struktufe montmorillonitu a téz jako soucast rliznych pfidavnych minerall, jez jsou soucasti
bentonitu (Pentrakova et al., 2013; Zhang et al., 2013; Cervinka et al., 2018b). (Kostka et al.,
1996, 1999) dokazal na prikladu smektitd, Ze Zelezo-redukujici bakterie dokazi strukturalni Fe3*
velmi rychle a efektivné redukovat. V kultufe IRB Shewanella putrefaciens doslo k redukci az
41 % strukturniho Fe®** béhem 12 hodin (Kostka et al., 1996) a kultivace smektitt v pfitomnosti
bakterii izolovanych z pldy vedla k redukci vice nez 90 % strukturniho Fe** (Kostka et al., 1999).
Vlivem bioredukce strukturainiho Fe®* doslo ke zmenseni specifického povrchu, snizené bobtnaci
schopnosti a kolapsu filosilikatové struktury jilovych material(l. Ke stejnému zavéru dospéli také
dal$i podobné studie (Kim et al., 2004; Cui et al., 2018). Zaroveri kromé& mikrobialni redukce
strukturalnino Zeleza muze v prostfedi ulozisté dochazet ve smektitech téz k jeho chemické
redukci. (Lantenois et al., 2005) studoval interakci smektitll s praSkovym Zelezem (pomér 1:1
w/w) ve vodném roztoku a zjistil, Ze za zasaditych pH podminek o&ekavanych v HU dochazi
k destabilizaci smektitu vlivem redukce pfitomného praskového Zeleza mnohem vice nez za
kyselého a neutralniho pH a destabilizace je vice patrna u dioctaedrickych smektitd (kam patfi
montmorillonit), nez u jinych typu smektitd. Reaktivita smektitd byla obecné vySsi se zvySujicim
se obsahem strukturniho Fe*', kdy pfitomnost strukturniho Fe®" je zasadni podminkou pro
destabilizaci vlivem pfitomnosti praskového Zeleza, a v pfitomnosti sodnych iontd
v mezivrstevném prostoru. V této studii vSak byl pfipadny mikrobialni efekt zcela opominut, i kdyz
experiment neprobihal za sterilnich podminek.

Problematika mineralogickych zmén v bentonitu je téz Uzce spojena s metabolickou aktivitou
SRB. Jak bylo vysvétleno v kap. 2.3.2, mikrobialni redukci sirant vznika pfi hodnotach pH, které
se oCekavaji v ulozisti, sulfan (Pedersen et al., 2017). Produkovany sulfan mize byt pivodcem
koroze UOS, nicméné bylo ukazano, Ze bentonit dokaze vyznamnym zpusobem pufrovat jeho
koncentrace. V pfitomnosti Fe**, jez je soucasti bentonitu, akcesorickych minerald ¢i je Fe*
pfitomny jako korozni produkt, je sulfan ¢aste€né oxidovany na siru za vzniku rozpustného
Zeleznatého iontu podle reakce:

HS + 2Fe® < 2Fe* + Sp + H*.
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Mikroorganismy podobné dokazi vyuzivat i Zelezité ionty z koroznich produktl UOS (Smart et al.,
2001; Herrera and Videla, 2009). Zeleznaty ion pak reaguje se sulfanem za vzniku
nerozpustného sulfidu Zeleza podle reakce:

HS + Fe*" = FeS + H (Boylan et al., 2019).

(Pekala et al., 2019) na zakladé modelovani predikoval, Ze koncentrace sulfanu bude v prostredi
ulozisté v pfipadé Opalinus Clay pravdépodobné omezena diky jeho precipitaci ve formé
mackinawitu, nebot Opalinus Clay je pomérné bohaty na Zelezo obsahujici pfimési ve formé
sideritu (uhli¢itan zeleznaty). Rozpustnost sideritu kontroluje uvolfiovani sulfanu do prostfedi a
vyznamnym zpusobem snizuje vypocitané hloubky koroznich procest na povrchu UOS. Vysoka
pufraéni schopnost Fe?* iontl v Opalinus Clay byla potvrzena také v dalSim laboratornim
experimentu a popsana precipitacni reakce tak muize vyznamnym zpusobem prodlouzit
dlouhodobou stabilitu UOS (Bengtsson and Pedersen, 2017b; Boylan et al., 2019; Taborowski et
al., 2019). Schopnost bentonitll zachycovat sulfan vS8ak muze zaroven vést k destabilizaci
dioktaedrickych smektitd vlivem redukce Zelezitych iontd v mineralni struktufe montmorilonitu
podobné, jako je tomu znamo u €innosti IRB popsané vyse (Lantenois et al., 2005; Stucki et al.,
2009; Bradbury et al., 2014). Tato otazka neni dosud spolehlivé vyfeSena.

Jelikoz za pritomnosti Fe®* v Glozisti bude mikrobialni aktivita IRB pfedchazet aktivité SRB a
mikrobidlni aktivitou obou typl bakterii maze v dusledku dochazet k redukci pritomného Fe®*, da
se oCekavat, ze tento efekt bude velmi dlouhodoby. Tomuto potencialné nebezpeénému jevu by
tedy méla byt vénovana zvySena pozornost v budoucich experimentech.

6.4 Zmény v cementovych materialech (betonu)

Zakladnim cementovym materialem je beton, jehoZz pevnost, nizka cena a odolnost vUCi
meteorologickym zménam ho ¢ini nejhojnéji vyuzivanym stavebnim materialem soucasnosti.
Cementové materialy budou hojné vyuzivany pfi ukladani malo, stfedné i vysokoaktivnich
radioaktivnich odpadu. V del§im ¢asovém horizontu vS8ak dochazi ke starnuti, kfehnuti a
mechanickym zménam cementovych materiald, tedy k tzv. deterioraci neboli starnuti betonu, coz
je jev nezadouci, pokud ma byt dlouhodoba stabilita ulozist zachovana.

Odolnost a trvanlivost betond je snizovana pusobenim fyzikalnich faktord (obruSovani, tepelna
roztaznost) a chemickym atakem, i pisobenim mikroorganismui. Chemicka degradace muize byt
zpUsobena siranovym atakem nebo tzv. zasadito-kifemicitou reakci (alkali-silica reaction, ASR)
(Detwiler, 2002; Santhanam et al., 2002; Folliard et al., 2003; Farny and Kerkhoff, 2007; Atahan
and Dikme, 2011). V prvnim pfipadé se sirany mohou do betonu dostat z vnéjSiho prostfedi nebo
jsou soucasti pfimési cementovych materialld. Siranovy atak je souhrn chemickych reakci
vedoucich ke vzniku mineralu etringitu, coz vede k zvétSeni pevného objemu, expanzi a
deterioraci (Atahan and Dikme, 2011). Zasadito-kfemicita reakce probiha mezi zasaditymi
hydroxidy cementu a kiemikem z pisku &i vétSich agregatu, tvoficich hlavni hmotu betonl. ASR
vede k tvorbé silikatového gelu, ktery expanduije v pfitomnosti vody a vyviji tak vnitini tlak vedouci
k mechanickému porusSeni materialu (Kiledal et al., 2021).Poslednim vyznamnym faktorem
prispivajicim k poruSeni dlouhodobé stability cementovych struktur je mikrobialni degradace
zpusobena mikroorganismy zane$enymi do materialu bud pfi jeho pfipravé nebo infiltrovanim
z okolniho prostiedi (Kiledal et al., 2021). Pfedchozi studie ukazaly, Ze mikrobialni aktivita mdze
hrat v bio-degradaci betonu v ulozistich nizkoaktivnhiho odpadu vyznamnou roli (Rogers et al.,
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1992, 1994; Hamilton et al., 1995; Wolfram et al., 1997) a porozuméni rychlosti a mechanismu
bio-deteriorace betonu umozni Iépe pfedpovédét osud téchto struktur v danych podminkach.

6.4.1 Mechanismus deteriorace betonu

Jak dokladaji ¢etné studie, mikrobialni procesy v alkalickych vodnych prostfedich (povrchové i
podzemni alkalické vody) jsou potlacené, snizena je i rychlost rlstu bakterii (Pedersen et al.,
2004; Rajala et al., 2017). Na rozdil od vodnych prostfedi, je bio-deteriorace pevnych materiald
umoznéna diky vytvoreni biofilmu (Li et al., 2017) a tedy pfimym pusobenim mikroorganismu
(Magniont et al., 2011) a je dobfe popsana zejména u povrchovych betonl a Castecné
zavodnénych kanalizacnich systému (Herisson et al., 2013; Bertron, 2014; Wei et al., 2014; Ling
et al., 2015). Abychom si udélali pfedstavu, jak k takové bio-deterioraci dochazi, popiseme si ji
na pFikladu kanalizaénich systémul, protoZe jsou zde tyto jevy podrobné popsané, kdezto pro HU
data chybi.

Biodegradace probiha hned dvojim zplasobem (Obr. 19, Tab. 11). V anaerobnim prostfedi
odpadnich vod siran redukujici bakterie pfemériuji oxidovanou siru na sulfan. Pfitomny sulfan je
nad vodou zpét oxidovan kyslikem na kyselinu sirovou a ta je pfi¢inou degradace betonu (Dopson
and Johnson, 2012; Li et al., 2019). V nékterych pfipadech hraji roli i acidofilni IOB (Yamanaka
et al., 2002). V prostiedich, kde je nizSi koncentrace atmosférického sulfanu budou hrat roli
hlavné lokalné mikrobialné vyprodukované kyseliny, at jiz anorganické (H2S, HNO3, H.CO3) &i
organické (kyselina mlé&na, octova, maselna, jable¢na, stavelova, citronova, vinna nebo mastné
kyseliny napf. olejova, stearova) (Turick and Berry, 2016). V podstaté v8echny typy bézné se
vyskytujicich bakterii (také alkalifilni) produkuji kyseliny jako produkty metabolismu a proto
mohou pusobit korozi kovl i betonu (Horikoshi, 1999; Pedersen, 1999). Magniot a spol. vytvofili
specialni zafizeni, kde byli schopni porovnat vliv bakterialni kultury nebo jen produktu jejich
metabolismu (po odfiltrovani bakterii) na korozi betonu. A opravdu, degradace betonu
v pfitomnosti bakterii byla vyznamné vétSi nez v pfipadé filtratu a syntetickych organickych
kyselin (Magniont et al., 2011). Chtéli bychom tedy zdlraznit, Ze nejen pusobeni metabolitl
bakterii, ale hlavné jejich pfitomnost hraje dllezitou roli v povrchové degradaci betonu.
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Obr. 19 Schema bakterialné indukované deteriorace kanalizacnich systémi (upraveno podle Li et al., 2017;
Ling et al., 2014). SRB (modre) v anaerobnim prostredi splaskové vody redukuji pfitomny siran na sulfan,
ten téka do prostredi a je oxidovan SOB (Cervené) za vzniku silné korozni kyseliny sirové, ktera naruSuje
beton kanalizacnich systémi. TOC — celkovy organicky uhlik.

Tab. 11 Typy mikroorganismi poSkozujici beton a cementové materialy (podle Turick and Berry, 2016)

Typ . . Zdroj Zdroj El .
metabolismu Mikroorganismus uhliku energie akceptor Konecny produkt
fasy a . -
cyanobakterie CO; svétlo (O] org. kyseliny, Oz, CO;
SOB CO. | Sulfidy (S%) | Os org. kyseliny, COz
autotrofni H2504
. 3+
0B cO, Fe?* 0, org: kyseliny, CO;, Fe?*,
OH

NitrifikaCni org. kyseliny, COx,
bakterie €O NH., NO; Oz HNO3
aerobni bakterie org.C |org.C (O]} org. kyseliny, CO;
SRB org. C | org. C SO4* org. kyseliny, CO>, H.S
IRB org.C | org. C Fed* org. kyseliny, CO,, Fe?

NO; org. kyseliny, CO2, NO3,

heterotrofni NZO, Ne

NRB org. C | org.C org. kyseliny, CO», N.O,

NO;

N2

N2O org. kyseliny, CO2, N>
Fermentujici .
bakterie org. C | org. C org. C org. kyseliny, CO>
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6.4.2 Funkce biofilmu — koroze vs. healing

Pokud se blize podivame na bakteriadlni diverzitu v mistech lokalni koroze v odpadnich
systémech, vyskytuji se zde acidofilni bakterie preferujici prostfedi s nizkym pH 1-4. (Cayford et
bakterie strikiné nesnasejici alkalické prostfedi, pfesto se vyskytuje v betonovém prostiedi a
doklada tak existenci nizkého pH, ke kterému také lokalné pfispiva oxidaci siry nebo sulfidi na
kyselinu sirovou (Vincke et al., 2001; Okabe et al., 2007; Pagaling et al., 2014; Ling et al., 2015).
K tomu, aby Acidithiobacillus mohl pfezit na alkalické matrici je zapotiebi vytvofit mikrokosmus
s kyselym pH. To mu muze zprostfedkovat tzv. biofilm (viz kap. 6.1), lokalné specificka souvisla
vrstva mikroorganismu (bakterii, hub a fas), které spolupUlsobi, vzajemné se doplfiuji a poskytuji
si ziviny. Acidithiobacillus se ale aktivné sam uc&astni tvorby biofilmu produkci extracelularni
matrix, ktera je dllezita prfedevSim k imobilizaci bunék, jejich udrzeni ve vzajemné blizkosti
(vyhodné napf. pro syntrofické interakce a pfenos DNA) a konec¢né i k udrzeni lokalné stabilnich
podminek (napf. stalé vihkosti) (Li et al., 2017). Vyvoj biofilmu a mikrobialni procesy pak jsou do
jisté miry ovlivnény nejen fyzikalné-chemickymi podminkami prostfedi, teplotou, dostupnosti
vody, pH, osmotickym tlakem a redoxnim potencialem, ale hlavné dostupnosti zivin (Sivadon et
al., 2019). Nicméné je to pravé biofilm, ktery zprostifedkovava dostupnost Zivin tim, Ze vytvari
podminky vhodné pro rizné typy bakterii, které navzajem mohou vyuzivat produkty svého
metabolismu, nebo jejichZ degraduijici téla slouzi jako zdroj uhliku pro organoheterotrofni bakterie
(Li etal., 2017).

Bakterialni biofilm je vlastné pficinou povrchové koroze betonu (Li et al., 2017). Aby mohlo dojit
k naruSeni betonu, je zapotfebi nejprve snizit pH. K tomu dochazi abiotickou karbonaci (COy) a
ucinkem sulfanu (H2S). Tyto plyny se pfirozené vyskytuji v kanalizanim systému nebo jsou
produkty mikrobialni aktivity (Tab. 11) a snizi pH z asi 13 na 9 (Joseph et al., 2012). Po této
iniciaCni fazi vznika jiz mikrobialni oxidaci sulfidi kyselina sirova, ktera dale snizi pH a narusi
povrch betonu (Okabe et al., 2007). Pravidelnym omyvanim a zavodiovanim se do naruSeného
prostiedi s neutralnim pH dostavaji mikroorganismy (houby a bakterie, na svétlych stanovistich i
fasy a cyanobakterie), které zacnou tvofit biofilm. Houby jsou také dulezitou slozkou kyselych i
neutralnich biofilmd, nebot naruSuji povrch chemicky i mechanicky prortstanim houbovych
vldken (Warscheid and Braams, 2000; Mahapatra and Banerjee, 2013) a navic produkuji
extracelularni matrix, ktera pomaha udrzovat soudrznost biofilmu. Bakterie pak v tomto prostfedi
naleznou ziviny, za¢nou tento prostor osidlovat, mnozit se. Jejich metabolické produkty jsou zase
Zivinami pro dalSi skupinu bakterii a vytvofi se biofilm. Kyselina sirova difunduje vrstvou biofilmu
k povrchu betonu i 2 mm do hloubky (Okabe et al., 2007) a reaguje s vapenatymi silikaty a
hydroxidy, produkuje se sadra (CaSO4) v pH < 3 a ettringit pfi pH > 3. Oba mineraly jsou
expanzivni a mohou pusobit lokalni trhliny v mistech precipitace (Mori et al., 1992). Obdobné
mozna precipitace magnetitu (FezO4) u€inkem bakterii rodu Ferroplasma mohou plsobit lokalni
zmény ve struktufe betonu (Jiang et al., 2014).

Biofilm je ziva, stale se ménici struktura, jejiz pusobeni bude ovlivnéno predevSim bakterialnim
slozenim, a tedy i dostupnosti Zivin, zpiisobem respirace apod. Pfitomnost nékterych bakterii ma
dokonce protektivni nebo antikorozni ucinek. Napfiklad biofilm vytvofeny z bakterii rodu
Pseudomonas muze zabranit nebo ucinné snizit korozi kovovych materiald diky zvysSené
spotfebé kysliku (Pedersen and Hermansson, 1991). Pseudomonas je sice fakultativni anaerob,
ale respirace v kyslikovém prostfedi je energeticky vyhodnéjsi. DalSi bakterie mohou vytvaret
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protektivni fosfatové vrstvy (Shewanella, Pseudomonas flava) nebo produkuji tzv. anionické
korozni inhibitory (Bacillus subtilis a B. licheniformis) &i jiné produkty branici formovani biofilmu
(Dubiel et al., 2002; Ornek et al., 2002). Dalsi studie poukazuji na pozitivni vliv pfitomnosti
mravencanu vapenatého na snizeni rychlosti degradace betonu (Yamanaka et al., 2002). A jsou
to pravé bakterie, které mohou poskozeny povrch betonl zacelit tvorbou uhli¢itanu vapenatého.
Siroké spektrum bakterii ma schopnost rliznymi mechanismy precipitovat kalcit (CaCOs) a tim
prispivat k obnové poskozenych betonovych struktur. K tomu je zapotfebi nejen dostatek vapniku
a uhli¢itan(l, ale také dostateéné mnozstvi rozpusténého anorganického uhliku, vhodné pH a
dostatek nukleacnich mist (Hammes and Verstraete, 2002). Tab. 12 pfehledné ukazuje
metabolismus rGznych typu bakterii vedouci k produkci oxidu uhli¢itého nebo uhli¢itand, které
reaguji s dostupnym vapnikem podle chemické reakce:

Ca? + HCOs; — CaCO3 + H*

Tab. 12 Pfehled moznych mechanismu mikrobialné indukované precipitace CaCO3 podle (Mondal and
(Dey) Ghosh, 2019)

Typ metabolismu Cesta k produkci CO2/HCOg3 Priklad Reference
Anaerobni oxidace | CH4+S04>*—HCO3s + HS- + H20
metanu
Aerobni oxidace metanu | CH4 + O2 — CO2 + H20 Methylocystis (Ganendra
parvus etal., 2014)
Cyklus siry CaS04.2H20 — Ca?t + S04% + 2 H20 Siran redukujici | (E Anichi
2(CH20) + SO4% — H2S + 2HCOs + CO2 | bakterie and O Abu,
+ H20 2012)
Cyklus dusiku CO(NH2)2 + H20 — NH2COOH + NH3 Sporosarcina (Dick et al.,
- ureolyza NH2COOH + H20 — NHs + H2COs pasteurii, 2006; Van
2NHs + 2H20 — 2NHs* + 20H- Bacillus Tittelboom
20H- + H2CO3 — COs* + 2H20 sphaericus, B. | etal., 2010)
Ca?* + Cell — Cell-Ca?* cereus, B.
Cell-Ca?* + CO3* — Cell-CaCO3 megaterium
Cyklus dusiku 2HCOO" + 2NOg3 + 2H* — 2CO2 + 2H20 | Pseudomonas, | (Ersan et al.,
- denitrifikace + 2NO2- Thiobacillus, 2016)
HCOO- + 2NO2 + 3H* — CO2 + 2H20 + | Denitrobacillus,
2NO Alcaligenes,
HCOO- + NO + H* — CO2 + 2N20 + 2H20 | Micrococcus,
HCOO- + N20 + H* — CO2 + N2 + 2H20 | Diaphorobacter
Ca?* + CO2 + H20 — CaCOs + 2H*
Cyklus dusiku CaCeH1006s + 602 — CaCOs + 5CO: | Bacillus (Sierra-
— konverze organickych | +5H20 pseudofirmus, Beltran et
latek Bacillus cohni al., 2014;
Seifan et al.,
2016)

6.4.3 Pristupy k reSeni potlaceni biodegradace cementovych struktur

Rychlost a stuperi biodegradace betonl bude zaviset na geochemickych a fyzikalnich
parametrech, které budou pfimo ovliviiovat mikrobialni aktivitu nebo dokonce pfitomnost
specifickych mikroorganismu v prostfedi HU. Zvlastni parametry zahrnuji hlavné dostupnost a
mnozstvi vody, zdroji energie, tedy Zivin a konecnych elektronovych akceptorl, predevsim
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kysliku, siranut, dvojmocného Zeleza a dusi¢nant (Turick and Berry, 2016). Pokud by se podafilo
udrzet v ulozistich sucho, bude nechténa mikrobialni aktivita potlacena. Velkou vyzvou bude také
vytvoreni takového cementového materialu, ktery by splfioval pozadované fyzikalné-chemické
vlastnosti a zaroven poskytoval co nejméné Zivin mikroorganismdm pfitomnym v matrici nebo
dokonce specifickymi pfimésemi potlacoval jejich mikrobialni aktivitu. Velkym pfinosem pro
dlouhodobé udrzeni kompaktnosti by mohly byt spory alkalifilnich bakterialnich druh napf. rodu
Bacillus, které maji schopnost pfi porudeni soudrznosti zcelit pfipadné trhliny produkci uhli¢itanu
vapenatého, pokud se k nim vzniklymi mechanickymi trhlinami dostane voda s zivinami. DalSimi
pristupy, jak omezit pusobeni infiltrovanych bakterii, by mohly byt specialni odpudivé natéry
cementovych materiall, které by branily vytvoreni a udrZeni biofilmu atp.
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7 Shrnuti vysledki ¢eskych mikrobiologickych projekt
souvisejicich s HU

Dale jsou popsany projekty, které se vénovaly &i vénuji problematice mikrobiologie v souvislosti
s HU. V textu jsou mj. uvedeny i nejdileZit&jsi zavéry, které z feSeni projekt( vyplynuly.

7.1 Laboratorni projekty

7.1.1 Vyzkumna podpora pro bezpeénostni hodnoceni hlubinného ulozisté -
Chovani UOS pro VJP a RAO / Mikrobialni koroze (ZL-MIC)

Cislo smlouvy: SO2014-061
Financovani: SURAO
Trvani: 2014-2019

Resitelsky tym: Technicka univerzita v Liberci, UJV a.s., Centrum vyzkumu ReZ, VSCHT,
Chemcomex

Zakazkovy list Mikrobialni koroze byl zpracovavan v ramci projektu SURAO ,Vyzkumna podpora
bezpeénostniho hodnoceni hlubinného UloZist&*, ktery byl sougasti pripravy HU a jehoZ cilem
projektu bylo ziskat vybrana data, modely, argumenty a dalSi informace potfebné pro zhodnoceni
potencialnich lokalit pro umisténi HU z hlediska dlouhodobé bezpeénosti. Cilem ZL Mikrobialni
koroze bylo stanovit vliv mikrobialni koroze (MIC) na rychlost koroze materiald UOS a podminky,
za kterych je mozno této korozi zabranit. Tento projekt byl prvnim, ktery se problematice
mikrobialni koroze (a mikrobiologie vibec) v souvislosti s HU v &eském kontextu ucelené
vénoval. V pribéhu feSeni projektu byla studovana mikrobialni diverzita na lokalitach Josef,
Bukov a Melechov. Na vSech lokalitach byly zaznamenany bakterie, které maji schopnost vyrazné
ovlivnit bezpec€nost hlubinného ulozisté. Slo predevsim o siran-redukujici, siru-oxidujici, zelezo-
redukujici a Zelezo oxidujici bakterie.

Dale byly studovany relevantni faktory, které mohou limitovat rozvoj mikroorganismu v prostiedi
kompaktovaného bentonitu, jako je pH i objemova hmotnost. Pfi experimentu studujicim vliv pH
doslo k omezeni rlistu mikroorganism0 pouze pfi pouziti nejvyssi studované hodnoty (pH 10).
Jako nejlepsi zpusob vedouci k omezeni mikrobialni aktivity bylo na zékladé provedenych
experimentd stanoveno pouziti vysoce kompaktovanych bentonitl. Bylo zjisténo, ze ¢im vysSi
byla zaznamenana u vzorku zhutnéném na 2000 kg.m=(suché objemové hmotnosti). Soucasti
studia této problematiky pak byly také experimenty s bentonitovou suspenzi, které napomohly
lépe porozumét limitujicim faktorim v prostfedi kompaktovaného bentonitu. Jejich cilem bylo
stanovit, zda hlavnim limitujicim faktorem je samotny chemismus bentonitu, tlak &i prostorova
omezeni. Z vysledkd vyplynulo, Ze chemismus samotny pro bakterie toxicky neni, naopak
v prostifedi bentonitové suspenze za anaerobnich podminek dochazi k jejich rychlému rozvoji
(pfedevsim denitrifikaCnich a Zzelezo-redukujicich mikroorganismu). Vliv tlaku a prostorovych
omezeni se jednoznacné odliit neprokazalo.
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Nejzasadnéjsi soucasti projektu byly korozni experimenty. Jednalo se o anaerobni kampariove
expozice uhlikové oceli a médi ve smésich syntetické pdérové vody bentonitu BaM s vodou ze
zdroje z Podzemni laboratofe Josef a inokulem komeréniho kmene termofilnich siran-
redukujicich bakterii, dale v podzemnich vodach z Podzemni laboratofe Josef a GRIMSEL
(Grimsel Test Site, Svycarsko). Z pozorovanych typd kombinace prostfedi a inokulace do$lo
k vyrazné proliferaci mikroorganism( pouze u denitrifikacnich bakterii (NRB). Pokud v prostfedi
neni vysoké mnozstvi dusi¢nand, je vliv inokulace bezvyznamny. NRB nepusobi nijak vyznamné
ovlivnénim slozeni prostfedi, ale pouze stericky na zvySeni porozity koroznich produktd uhlikové
oceli, coz vede k lokalnimu zvySeni korozni rychlosti. Experimenty v axenickych izolatech SRB a
IRB ani v Cistych podzemnich vodach neukazaly zadny prikazny vliv inokulace na uhlikovou ocel
ani na méd. Inokulace termofilnim kmenem SRB ukazala pouze slaby vliv na méd a zadny vliv
na uhlikovou ocel a ani na jednom z materiali nedoslo k rozvoji biofilmu. Extrémni zmény sloZeni
prostfedi vlivem denitrifikanich a siran-redukujicich bakterii nevykazuji vyznamny vliv na korozi
uhlikové oceli. Denitrifikace nepfedstavuje problém pro méd, redukce siranl na sulfidy vSak vede
k vyraznému zrychleni kinetiky koroze médi.

2019).

7.1.2 Development of the safety case knowledge base about the influence of
microbial processes on geological disposal of radioactive wastes (MIND
project)

Cislo projektu: 661880
Financovani: Evropska komise v programu Euratom/Horizon2020
Trvani: 2015-2019

Konsorcium: Swedish Nuclear Fuel and Waste Management Co, SKB; Microbial Analytics
Sweden AB, MICANS; National Nuclear Laboratory Limited, NNL; Belgian Nuclear Research
Centre, SCK+CEN; Natural Environment Research Council, British Geological Survey, BGS;
Teknologian Tutkimuskeskus, VTT; Ecole Polytechnique Federale De Lausanne, EPFL;
Technickd Univerzita V Liberci, TUL; Centrum Vyzkumu Rez, RCR;: Geologian
Tutkimuskeskus, GTK; Universidad De Granada, UGR; Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf
e.V., HZDR; Teollisuuden Voima Oyj, TVO; Posiva Oy, POSIVA; University of Manchester,
UNIMAN

S projektem ZL-MIC se tematicky a Casove prolinal jedineCny a multidisciplinarni evropsky projekt
MIND, ktery sdruzoval pfedni vyzkumné instituce v oblasti ukladani radioaktivniho odpadu
v Evropé. Zabyval se tématem pracovniho programu Euratomu na obdobi 2014—-2015 NFRP 6 —
2014: Supporting the implementation of the first-of-the-kind geological repositories. Cilem tohoto
projektu bylo didkladnéji popsat a porozumét problematice mikrobialnich procest v souvislosti s
bezpecnosti a vykonem budoucich ulozist radioaktivniho odpadu. Konkrétni cile byly definovany
po konzultaci s organizacemi pro nakladani s odpady (WMO), a byly proto zaméfeny na specifické
otazky tykajici se geologického ukladani stfedné a vysoce radioaktivnich odpadu. Cilem tedy
nebylo provést vyCerpavajici posouzeni mozného dopadu mikroorganizmu v ulozistich, ale mélo
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budou mit mikrobialni procesy na geologické ukladani stfedné a vysoce radioaktivnich odpadu.
Partnefi projektu se proto zaméfili na kliCové technické otazky zahrnujici mikrobialni procesy,
které je tfeba feSit v souvislosti s technickym FeSenim planovanych projektd geologického
ukladani radioaktivniho odpadu. Ddraz byl kladeny na kvantifikaci konkrétnich méfitelnych
dopadud mikrobialni ¢&innosti za podminek relevantnich pro ulozisté. Vystupy projektu
(deliverables) jsou volné pfistupné na www.mind15.eu/deliverables/ a dale velmi dobfe shrnuté
v knize The microbiology in nuclear waste disposal (Lloyd and Cherkouk, 2020).

CVR a TUL se zugastnili nebo pfimo vedli nasledujici vystupy (deliverables), které zde stru¢né
shrneme:

DELIVERABLE 1.1: A Review of Anthropogenic Organic Wastes and Their Degradation
Behaviour

Tato reSerSe zahrnuje informace o soupisu a povaze organickych materiald pfitomnych
ve stfedné a nizkoaktivnim radioaktivnim odpadu, ktery vyZaduje uloZeni v HU. Je zde souhrnny
popis fyzikalni a chemické povahy hlavnich organickych materiald pfitomnych v odpadu a jejich
chemického a radiolytického odbouravani. Nechybi soupis informaci o distribuci riiznych druht
pfitomného organického materialu, jako je napfiklad bitumen, celuléza, organické iontoménice a
halogenované polymery (PVC). ReSerSe rovnéz zahrnuje informace tykajici se davky zafeni,
C¢asového harmonogramu a chemickych podminek, kterym budou organické odpady vystaveny
pfi skladovani v HU ve vybranych statech, véetné Ceské republiky.

DELIVERABLE 2.07: Microbial diversity in aged bentonites

Bentonit je nedilnou soucasti inzenyrskych bariér v geologickych uloZistich pro nizko-, stfedné a
vysoce radioaktivni odpady, a proto je zasadni, aby byla jeho funk&nost udrzena po extrémné
dlouhou dobu. Nicméné bobtnaci a sorpéni schopnosti bentonitu mohou byt ovlivnény mnoha
faktory v€etné pfitomnosti mikroorganismu. Bakterie vyskytujici se v bentonitech pochazeji jak z
okolniho prostfedi (podzemni voda, hornina) tak z vlastniho bentonitu. V této praci jsme zkoumali
rozmanitost mikrobialnich spoleenstev pfitomnych v bentonitech pochazejicich ze dvou
nezavislych dlouhodobych experimentl in situ, které probéhly v Podzemni laboratofi Josef
(projekt Mock-Up Josef, fesitel CEG CVUT 2011-2015 a Bentonity95, fesitel Watrad 2012-2015).
Mikrobialni profily z rGznych &asti vzorkd bentonitu byly analyzované pomoci 16S rDNA
amplikonového sekvenovani. Vysledky nasich analyz ukazaly, ze ve vSech vzorcich byly pfitomny
bakterie a mikrobialni spole€enstva si byla velmi podobna. Dominovaly heterotrofni, aerobni nebo
fakultativné anaerobni bakterie, schopné respirovat kyslik nebo dusi€nany. Nebyly zjistény témer
zadné striktné anaerobni nebo autotrofni bakterie. Nejb&Zné&jsi bakterie byli zastupci rodu
Nocardia, Pseudomonas, Pseudonokardia, Saccharopolyspora a Streptomyces. Nase vysledky
naznacuji, ze tyto mikroorganismy byly s nejvétSi pravdépodobnosti pfitomny v bentonitu jiz pfed
zaCatkem experimentl. Je proto tfeba provést dalSi studie, které ur€i, zda nami popsana
mikrobialni spole€enstva pfedstavuji metabolicky aktivni sloZku schopnou pfezit v podminkach
saturovaného bentonitu a vysokého tlaku.

DELIVERABLE 2.10: Microbial mobility in saturated bentonites of different density

Mnozstvi bakterii v bentonitu obecné klesa s jeho kompaktnosti, ale bakterie zistavaji pfitomny i
v objemové hmotnosti v suchém stavu nad 2000 kg/m?, pravdépodobné ve formé spor, které
neomezuji ani dalSi faktory, jako je zvySena teplota nebo dostupnost vody. Studie specificky
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zamérené na tvorbu spor jsou tedy velmi potfebné. Vyznamnym zdrojem bakterii, které mohou
ovlivhovat bentonit v geologickém ulozisti, bude hlubinna voda s pfevahou Gram-negativnich
bakterii netvoficich spory. Béhem vystavby a provozu ulozisté sem budou navic nevyhnutelné
zavle€eny bakterie z povrchu. Rychlost pronikani alochtonnich bakterii do bentonitove bariéry je
silné zavislé na bobtnacim tlaku a slozeni jilovitého materialu, na hydrogeologickych podminkach
a na stabilité rozhrani bentonit — hornina. NaSe studie splnila dva nejdulezitéjsi cile. Nejprve jsme
vyvinuli spolehlivou metodu pro pfimé zjiténi pfitomnosti bakterii (Zivotaschopnych i mrtvych
bunék) v bentonitu. Nase metoda je zalozena na extrakci bakterii z bentonitu pomoci
centrifugovani v hustotnim gradientu a jejich nasledné fluorescenéni barveni. Nasim druhym
cilem bylo studovat mikrobialni mobilitu uvnitf c¢eského BaM bentonitu o dvou rdznych hustotach
— 1400 kg/m?® a 1600 kg/m?3. Celkem bylo analyzovano ¢trnact sekci nasycenych vzorkd bentonitu
liSicich se svou vzdalenosti od zdroje pfirodniho bakterialniho inokula z Podzemni laboratore
Josef. V kazdé sekci obou testovanych hustot bentonitu byly pozorovany buriky, jejichz plivod je
vSak nejasny, nebot nebyly provedeny paralelni genetické analyzy.

DELIVERABLE 2.13: Anaerobic microbial corrosion of canister material

Prvni bariérou v ulozisti radioaktivnich odpadl bude ukladaci obalovy soubor (UOS), ktery
zabrani pfimému uvolfiovani radionuklidd do prostfedi ulozisté. Mikrobialné ovlivnéna koroze
(MIC) maze omezit zivotnost UOS jaderného odpadu, a i kdyz je toto riziko pomérné nizké,
presveédcivé dlikazy stale chybi. Mikroorganismy jsou schopny ménit elektrochemické podminky
na rozhrani mezi kovem a elektrolytem tvorbou biofilmu. Tyto zmény mohou korozi jak zrychlit,
tak inhibovat. Siran redukujici bakterie (SRB) jsou nejvyznamné;jsi bakterie odpovédné za MIC
oceli, ze které je uvazovany UOS v Ceské republice, a proto byla uhlikova a nerezova ocel
vybrana pro nasi studii. Hlavnim cilem bylo posoudit dopad mikrobialni aktivity na korozni chovani
uhlikové a nerezové oceli v anaerobnim prostfedi obsahujicim pfirozené mikrobialni
spoleCenstvo s dominanci SRB z Podzemni laboratofe Josef. Dale jsme pouzili syntetickou
bentonitovou pérovou vodu (bentonit BaM). K vyhodnoceni dopadu MIC jsme vyuzili
elektrochemické méfeni, povrchovou analyzu, méfeni ubytku hmotnosti a molekularné biologické
metody. Byli jsme také schopni urcit za¢atek tvorby biofilmu porovnanim sterilniho a nesterilniho
impedancniho spektra. Pro zajimavost byl pozorovan inhibiéni u€inek biofilmu na korozi uhlikové
oceli pfi vy$Si teploté (35 °C), zatimco biofilm pfi laboratorni teploté korozi urychloval. Dominantni
rod bakterii zde byl Desulfovibrio. Inhibice MIC nerezové oceli byla pozorovana za anaerobnich
podminek. Dal$i informace Ize najit v publikovaném ¢&lanku (Cernousek et al., 2020) a kapitole
knihy (Cernousek et al., 2021).

DELIVERABLE 2.15: Survival of microorganisms in bentonite subjected to different levels
of irradiation and pressure

NaSe studie se zaméfila na u€inky gama zareni (19 656 Gy celkové davky pfi konstantni rychlosti
13 Gy/h) a tlaku na autochtonni mikroorganismy v bentonitu (BaM) inokulovaného
mikroorganismy porové vody z Podzemni laboratofe Josef. SloZeni mikrobialnich spole€enstev
ve vzorcich suspenze bentonitu se béhem ozafovani ménilo. Na pocatku pfitomné bakterie
z porové vody v prubéhu studie zmizely a také celkové mnozstvi biomasy i druhl se vyrazné
snizilo. Ve vzorcich ovlivnénych pfitomnosti kysliku byly zmény zplsobeny dostupnymi donory
elektronl. Spole€enstvu nejdfive dominovali heterotrofové (chemoorganotrofové), s poklesem
dostupného organického materialu se zvySil podil chemolitotrofl. V kontrolnich anaerobnich
neozarovanych vzorcich dominovali nejdfive heterotrofové redukujici dusi¢nany a poté autotrofni
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Zelezo a siru redukujici bakterie a fermentujici mikroorganismy. Aplikace 19 656 Gy absorbované
davky pfi konstantni rychlosti davky 13 Gy/h nevedla k UpIné eliminaci bakterii v suspenzi
bentonitu. Nicméné pokles celkové mikrobialni biomasy byl pozorovan. Nedoslo vSak k poklesu
druhového bohatstvi, pouze k malym zménam v struktufe mikrobiadlniho spoleCenstva.
Gramnegativni bakterie netvofici spory dominovaly v ozafenych vzorcich i aerobnich kontrolach,
coz lze wvysvétlit pfitomnosti kysliku. V anaerobnich kontrolnich vzorcich dominovaly
Grampozitivni sporulujici bakterie, které jsou obecné odolné&jsi vici zafeni, z Cehoz Ize usuzovat,
ze k eliminaci mikrobialni aktivity ve striktné anaerobnich podminkach by byly nutné jesté vyssi
davky zareni.

7.1.3 Limitni faktory pro preziti a proliferaci mikrobialnich spole€enstev,
vyznamnych pro korozi bariér hlubinného ulozisté (BioBen)

Cislo projektu: TACR TK02010169

Financovani: TACR

Trvani: 2019 - 2023

Resitelsky tym: Technicka univerzita v Liberci, UJV a.s.
Aplikaéni garant: SURAO

Na projekty ZL-MIC a MIND tématicky navazuje aktualné probihajici TACR projekt BioBen, jez
ma za cil dokongit praci zapo€atou v pfedchozich projektech a hloubé&ji porozumét nejdilezitéjSim
efektdm, které mohou mit vliv na rozvoj mikrobialni aktivity v prostfedi HU se zaméfenim na
bentonitovou tésnici vrstvu. Projekt je zaméfen na studium vlivu tlaku, teploty, zafeni a
dostupnosti vody a zivin. Zvoleny akronym BioBen odrazi fakt, ze bentonit, byt je diky svym
unikatnim vlastnostem pokladan za idealniho kandidata na material t&snici a tlumici vrstvy v HU,
predstavuje vyznamny zdroj mikroorganismu v ulozisti, nebot obsahuje Siroké spektrum
mikroorganismi. Metabolickou aktivitou téchto skupin mikroorganismd muize dochazet
k ohrozeni dlouhodové stability a bezpeénosti HU a je proto nezbytné se specificky zaméfit na
stanoveni dosazitelnych podminek, které by vedly k potlaCeni mikrobialni aktivity v bentonitu a
bentonit tak mohl bezpecné plnit svou roli jedné z dllezitych inZenyrskych bariér.

Hlavnimi cili pfedlozeného projektu jsou:

1) stanoveni hodnot fyzikalnich faktorl, které vyznamnym zplUsobem limituji pfezivani a
proliferaci mikroorganismu pfirozené se vyskytujicich v hlubinné podzemni vodé ¢i bentonitu (=
limitni hodnoty)

2) vytvofeni metodiky pro stanoveni téchto limitnich faktorl tak, aby mohla byt jednoduse
aplikovana k posouzeni jednotlivych typ bentonitd, které budou v budoucnosti uvazovany jako
tésnici vrstva pfi budovani hlubinného ulozisté, ¢i typd hlubokych vod z jednotlivych uvazovanych
lokalit.

Stanovené limitni hodnoty tlaku, teploty, zafeni a dostupnosti vody a zivin eliminujici (&i omezujici)
pfitomnost bakterii zjisténé v pribéhu feSeni projektu mohou byt vyuzZity pro odhad
bezpeénostnich rizik v budoucich HU a pfijeti preventivnich opatieni. Aktualnost fe$eni vychazi
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z postupu praci na pfipravé hlubinného ulozisté a je v souladu s planovanymi pracemi v podzemni
laboratofi Bukov a na potencialnich lokalitach.

V ramci projektu probihaji mikrobiologické a chemické charakterizace pouzitych bentonitll (Cesky
bentonit BCV a referenéni bentonit Kunipia F). BEhem dosavadnich praci jsme ukazali, Ze existuje
vyznamny rozdil v obsahu smektitu a fazi Fe (celkové Zelezo) mezi obéma bentonity. Bentonit
BCV oproti Kunipia F obsahuje vice bivalentnich kationt (Ca, Mg) nez monovalentnich (Na, K).
U obou bentoniti byly stanoveny Na* a HCO?®* jako hlavni vyluhovatelné ionty. Prekvapivym
zZjisténim bylo stanoveni vétsi koncentrace dusi¢nanu vyluhovanych z Kunipia F oproti BCV, i
kdyZz ma byt tento material chemicky velmi Cisty.

Mikrobiologické slozeni obou bentonitl bylo charakterizovano pomoci kultivaci v suspenzich za
riznych podminek prostfedi. Podminky prostiedi mély na detekované mikrobialni osidleni
vyznamny vliv. V pfipadé BCV v aerobnich vzorcich a ve vzorcich z anaerobniho boxu na UJV
obsahujicim ¢isté argonovou atmosféru pfevazovaly fakultativné anaerobni heterotrofni rody a
detekované relativni pocetnosti bakterii byly spiSe nizké, ve vzorcich suspenzi z anaerobniho
boxu na TUL, ktery obsahuje 5 % vodiku, byl v prubéhu €asu detekovan postupny nastup
obligatné anaerobnich skupin mikroorganismu, jako jsou IRB ¢i SRB a relativni poCetnosti bakterii
byly vy$3i o nékolik Fadd. Podobnych relativnich podetnosti bylo téZ dosazeno v boxu na UJV za
pfidavku praskového zeleza, kde vSak byly detekované mikrobialni profily jiné nez v boxu TUL.
U bentonitu Kunipia F byla po celou dobu kultivace detekovana pouze pfitomnost zastupci NRB.
Vysledky indikuji, Ze podminky prostfedi a sloZeni bentonitu maji na vyvoj mikrobialniho osidleni
v bentonitovych suspenzich vyznamny vliv a toto se da o¢ekavat téz v prostfedi kompaktovaného
bentonitu, kde v8ak budou mikrobiologické procesy pomalejsi. Tento vysledek je v pIné shodé
s publikovanymi daty (viz kap. 5.2.0). Dale se ukazalo, Ze pfidavek donorl elektrond (H. Ci
praskové Zelezo) v anaerobni atmosféfe vyznamnym zplsobem potencuje mikrobialni aktivitu a
vede k dominanci konkrétnich skupin mikrorganismu. Vysledky téz ukazuji, Ze pfitomnost vodiku
v anaerobni atmosféfe vyznamnym zpisobem potencuje mikrobialni aktivitu, coz bylo opakované
pozorovano v riznych in-situ experimentech (Bagnoud et al., 2016a; Bleyen et al., 2017).

Dale byla vramci projektu vyvinuta specialni metoda k extrakci bunék z bentonitu
umoziujici jejich vizualizaci a kvantifikaci pod fluorescenénim mikroskopem (viz kap. 3.1.1), jez
umoznuje detekovat Zivotaschopné buriky ve vzorcich nezavisle na genetickych analyzach.
V aktualni dobé je na toto téma pfipravovan manuskript (Hlavackova a kol., in prep), ktery bude
v roce 2021 submitovan.

Experimentalni plan je rozdélen do nékolika etap, z nichz kazda se zaméfuje na jeden
z limitnich faktord. Limitni faktory jsou studovany nejdfive v prostfedi bentonitové suspenze, ktera
umozruje vétsi mikrobidlni aktivitu, a tedy snadnéjSi zachyceni efektd, které ji ovliviuji. V druhé
viné na tyto experimenty navazi kompaktované bentonity.

V ramci experimentl s bentonitovymi suspenzemi byly suspenze vystavené vysokym
teplotam, tlakim, vysychani &i ionizujicimu zafeni. Ukazali jsme, Ze v prostfedi bentonitovych
suspenzi predstavuje teplota 90 °C velmi pravdépodobné limitni hodnotu pro mikrobialni
zivotaschopnost. PFi této teploté doslo k dramatickému ubytku bakterii a na rozdil od ostatnich
nizsich teplot nebyla prokazana schopnost regenerovat ze spor po navratu do laboratorni teploty.
Podobné byla vramci tohoto tématu ve spolupraci s EURAD projektem HITEC otestovana
schopnost prezivani pfirozenych mikrooganismu v praskovém BCV zatéZzovaném teplotou 150
°C az po jeden rok. Tento experiment ved| ke zjisténi, Ze pfestoZe se tyto extrémni podminky
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negativné podepsali na zivotachopnosti pfirozenych mikroorganismd, nevedly ke sterilizaci
studovaného materialu (Kaspar et al., submitted), coz ukazuje na velice vysokou teplotni odolnost
spor, jak je znamo i z literatury (viz kap. 5.2.2).

V tlakovych experimentech byly bentonitové suspenze vystaveny tlakim 10-15 MPa, coz
mélo otestovat vliv samotného tlaku, jez je pokladan za vyznamny faktor omezujici mikrobialni
aktivivitu v kompaktovaném bentonitu. PFfi Zadném z téchto tlak( nebyl zji§tén vyznamny rozdil
v Zivotaschopnosti a mikrobialnim sloZzeni oproti kontrolam. Efekt samotného tlaku
v kompaktovanych bentonitech tedy neni pro zivotaschopnost bakterii tak vyznamny, jako jiné
faktory, napf. zmenSeni poérovych prostorl, dostupnost vody & chemismus kompaktovaného
bentonitu.

Dale byl studovan vliv vysychani a ukazali jsme, ze vyschnuti vzork(i suspenze nevede
ke snizeni zZivotaschopnosti bakterii ani ke zménam v mikrobialnim sloZeni a bakterie jsou mu
dobfe pfizpisobené. Byl téz zahajen experiment studujici vliv poméru pevné faze v bentonitové
suspenzi na mikrobialni diverzitu a po¢etnost. Ten bude dokon&en v nasledujicim roce.

Kratkodobé ozafovaci experimenty mély za cil odhalit letalni davku ionizujiciho zafeni pro
pfirozené mikroorganismy v bentonitu za uUcelem sterilizace bentonitu. Ozafovan byl jednak
pfirozené vlhky BCV prasek a dale bentonitova suspenze. Z vysledkd vyplyva, Ze negativni vliv
na mikrobialni diverzitu a poCetnost pfi ozafovani prasku je mozné vidét jiz pfi aplikované davce
10 kGy. Av8ak ani pfi nejvy8Sich aplikovanych davkach (140 kGy) pravdépodobné nedoslo ke
kompletni sterilizaci BCV prasku ani suspenze a vysledky naznacuiji jistou schopnost regenerace
u nékterych mikrobialnich rodd. Aktualné probiha i dlouhodoby experiment, ktery bude studovat
dlouhodoby vliv zafeni na bentonitové suspenze a kompaktované bentonity. Pouzité davkové
pfikony (0,1-0,5 Gy/h) odpovidaji pfikonim o&ekavanym v hlubinném ulozisti.

V navazujicich experimentech budou jiz studovany kompaktované bentonity a bude
vyhodnoceno, za jakych podminek v nich mize dochazet k mikrobialni aktivité. Vystupem
projektu pak bude ziskani kompletniho datasetu o reakcich pfirozenych mikroorganismi ve
studovanych bentonitech na testované limitni faktory a sepsani metodkiy, ktera by umoznila
efektivni otestovani téchto faktoru téz na jinych bentonitovych materidlech v budoucnu.

Dosavadni vysledky jsou shrnuty ve dvou priib&znych zpravach (Cerna et al., 2020, 2021).

7.1.4 Alternativni vypliové matrice pro ukladani radioaktivnich odpada z vyrazovani
jadernych elektraren (ALMARA)

Cislo projektu: TACR FW 01010115
Financovani: TACR
Trvani: 2020-2024

Resitelsky tym: UJV Rez a.s., Chemcomex a.s., Centrum vyzkumu ReZ s.r.o., Technicka
univerzita v Liberci, Vysoka Skola chemicko—technologicka v Praze

Tento projekt se zabyva zejména specifikaci a optimalizaci vyplfiovych matric pro ukladani
stfedné a vysokoaktivnich RAO vzniklych v procesu vyfazovani jadernych elektraren (tzv.
decommissioning) s cilem posoudit pouziti konvenc&nich a alternativnich vyplfiovych matric pro
ukladani radioaktivnich odpadu z vyfazovani pfi realném technologickém zpracovani. Zaroven
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budeme sledovat mikrobialni osidleni pfipravenych matric (jak uvnitf vzork(, tak na povrchu)
s ohledem na funkénost materialu v €ase. Budou provadény Kkultivacni, mikroskopické
(fluorescenéni znageni zivych/nezivych bunék) a molekularné biologické analyzy (QPCR a NGS).
Kromé toho bude studovano chovani radioaktivnich odpadu z vyfazovani tak, aby bylo mozno
specifikovat miru uvolfiovani radionuklid( a jejich migrace pro posouzeni bezpec¢nostnich funkci
vyplfiovych matric jako bariery.

7.1.5 Vliv radiolyzy a bakterialnich extremofili na zivotnost kontejneru pro hlubinné
ulozisté RAO (RADMIC)

Cislo projektu: TK 03010067
Financovani: TACR
Trvani: 2020-2023

Resitelsky tym: Vysoka $kola chemicko—technologicka v Praze, UJV ReZ a.s., Technicka
univerzita v Liberci

Aplika&ni garant: SUJB
Tento projekt se zabyva zejména stanovenim vlivu radiolyzy na korozni chovani korozivzdorné
oceli jako materialu vnitfniho pouzdra ukladaciho obalového souboru. Zaroveri bude jeho cilem

ovéfit vliv extremofilnich SRB na lokalizované formy korozniho napadeni korozivzdorné a
uhlikové oceli.

7.2 Projekty studujici hlubinné podzemni vody

Nasledujici tfi projekty se tykaly monitoringu mikrobialniho osidleni v hlubinnych podzemnich
vodach v granitickém podlozi Ceského masivu.

7.2.1 Mikrobialni screening PVP Bukov a dolu Rozna

Cislo zakazky: Z2017-0033

Cislo smlouvy SURA0:S02017-101
Financovani: SURAO

Trvani: 2018 - 2019

Resitelsky tym: Technicka univerzita v Liberci

Zakazka Mikrobialni screening PVP Bukov a dolu Rozna tematicky navazovala na odbéry vod
provadéni v ramci ZL-MIC (viz kap. 6.1 a 7.1.1). Hlavnim cilem tohoto projektu bylo popsat
mikrobialni osidleni horninového prostfedi PVP Bukov a dolu RoZna s prfedpokladanym vyuZitim
ziskanych dat pro fadu navaznych experimenti zamérenych na studium odolnosti inzenyrskych
bariér. DalSim cilem bylo odlisit pfirozena a antropogenné ovlivnhéna spolecenstva.

Bé&hem komplexniho mikrobiologického screeningu, ktery probéhl v dole Rozna a v prostorach
PVP Bukov v obdobi od ledna 2018 do ledna 2019 bylo pro ucely mikrobiologickych analyz
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odebrano 129 vzork(. VS8echny ziskané vzorky byly podrobeny molekularné-biologickym
analyzam (konkrétné amplikonova sekvenace oblasti 16S rRNA a kvantitativni PCR), ¢ast vzorku
byla analyzovana taktéz pomoci kultivaénich postupt. Hlavnim vystupem provedenych analyz je
stanoveni funkeniho profilu mikrobialnich spoleCenstev vyskytujicich se ve studovaném uzemi.
Prizkum prokazal vyskyt metabolicky i fylogeneticky rGznorodych skupin mikroorganism
sekvenacni analyzou amplikon 16S rRNA i kultivaCnimi metodami. Dale byly vzorky hodnoceny
metodou kvantitativni PCR, ktera cilila na celkovou bakterialni biomasu (gen pro 16S rRNA),
siran-redukujici bakterie a denitrifikacni bakterie. Analyza amplikon( byla provedena jak na 12.
tak na 24. patfe a prokazala, Ze tato dvé patra se mikrobialnimi metabolismy vyznamné nelisi.
Jediny rozdil, ktery stoji za zminku je vétsi vyskyt aerobnich methylotrofnich mikroorganismu na
24. patfe. To mohlo byt zplsobeno tim, Ze vétSina vzorkl zde byla odebrana z mikrobialnich mat
(biofilma) a nikoli z vytékajici vody, které je na 24. patfe nedostatek, nebo tim, Ze prostfedi na 24.
patfe bylo obecné chudsi na vyskyt donort elektron (mozna opét v disledku nizSich pratok(), a
proto prevladala oxidace kratkych metylovanych organickych latek jako produktl degradace
organické hmoty. DalSim vyznamnym poznatkem bylo, zZze mikrobialni komunity byly ve
zkoumaném prostfedi dolu Rozna vyznamné ovlivnény antropogenni €innosti, zejména ddlnim
vétranim a pritomnosti kysliku v dulnich chodbach a vrtech. Nasledkem toho predstavuji v dole
Rozna obligatné anaerobni mikroorganismy, které jinak lze v pfirozeném prostfedi v podobnych
hloubkach oc€ekavat, vzacnou vyjimku. Mezi nejhojnéji zastoupené funkéni skupiny patfily
mikroorganismy schopné oxidovat organické latky, slouceniny Zeleza a siry.

V pribéhu feSeni projektu byl vyvinut a Uspésné pouzit vzorkovaci systém pro mikrobiologické
analyzy vyuZzivajici pasivni vzorkovace. Tyto pasivni vzorkovace byly umistény na vystupech z
vrtd S-22, S-23, S-24, S-25 a S-26. P¥i jejich pouzivani je umoznéno zachyceni nativniho
druhového spektra mikroorganismG pfitomnych v anaerobnich podzemnich vodach, dale
umoziuji zachytit vétSi mnozstvi biomasy, minimalizovat vliv aerobniho prostredi
tunelu/budovaného ulozisté a eliminovat vliv sou€asnych antropogennich zasahu na lokalité. Na
vrtech, kde byly pouzity pasivni vzorkovace, byla rovnéZz provedena hydrochemicka in-situ
méfeni.

Podrobné informace jsou uvedené ve zprave (Steinova et al., 2019).

7.2.2 Monitoring anaerobniho mikrobialniho osidleni PVP Bukov a reSerSe
vztaht horninového prostiedi a mikroorganismu

Cislo smlouvy: SO2020-079

Financovani: SURAO

Trvani: 2020-2021

Resitelsky tym: Technicka univerzita v Liberci, UJV a.s.

Tento projekt navazuje na pfedchozi mikrobiologicky monitoring na Bukové (viz kap. 7.2.1).
Vysledky mikrobiologického monitoringu byly doplnéné o hydrochemicky in-situ monitoring
podzemnich vod zoblasti PVP Bukov a dolu Rozna. Konkrétné byly mikrobiologicky
charakterizovany horizontalni vrty S-23, S-25 a S-26 a svisly vrt S-18, ve kterém byl sledovan vliv
hloubky na mikrobialni spoleCenstva. Pro stanoveni mikrobialni diverzity byly pouzity molekularné
biologické metody (konkrétné amplikonova sekvenace oblasti 16S rRNA a qPCR). Celkem bylo
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vramci tohoto projektu odebrano 10 vzork( podzemnich vod. Vzorky byly odebirany ze
zavodnénych vrtll osazenych pakry s volnym vytokem vody, ve vétSiné pfipadd pomoci
specialnich odbérovych systému.

Jednim zcild projektu bylo vyhodnoceni dlouhodobého vyvoje mikrobialniho osidleni ve
vybranych vrtech. Z tohoto divodu byly v zavére¢né zpravé znovu analyzované i mikrobiologické
vysledky z pfedchoziho projektu a pro uplnost vSak byly do hodnoceni zahrnuty i starsi odbéry a
odbéry z vrti S-22 a S-24, které jiz aktualné nebylo mozné odebirat.

Z vysledkl vyplynulo, Ze zatimco vrty S-25 a S-26 byly po osazeni pakrem a zavodnéni
charakterizovany anaerobnimi a na biomasu chudymi mikrobialnimi spoleenstvy, ktera jsou
limitovana terminalnimi akceptory elektronl, tak jako je to znamé i z jinych hlubinnych
podzemnich vod, viz kap. 4, tak v pfipadé vrtu S-23 dochazi ke kontinualni (byt obCasné) dotaci
kysliku do vrtu. To ma za nasledek fluktuaci mikrobialniho osidleni a narlist mnozstvi
mikroorganism(l po osazeni pakrem a zavodnéni vrtu (na rozdil od vrtll S-25 a S-26, kde mnozstvi
mikroorganismu po osazeni pakrem a odvzdusnéni vrta vyrazné pokleslo). Jako hlavni terminalni
akceptory elektront byly vyuzivany kyslik (v pfipadé vrtu S-23), sloueniny zeleza, sirné
slouceniny a CO2 (v pfipadé vrtu S-25 a S-26). Data ziskana v ramci tohoto projektu mohou byt
vyuzita pro planovani budoucich in-situ experimentt v prostoru PVP Bukov.

7.2.3 Chemical and microbiological analysis of the water samples collected
in MEL-2 borehole by Flow Log technology

Cislo zpravy: TZ429/2019
Financovani: SURAO

Trvani: 2019

Resitel: Technicka univerzita v Liberci

NaSe pracovisté provedlo i screening mikrobialni aktivity ve vrtech na Melechové, kde byla ve
vrtu MEL-2 vyuZita technologie Flow Log (Posiva) k odbéru vzork( vody pro ucely chemickych a
mikrobiologickych analyz. Analyzovana byla voda z dvou puklin (z hloubek 140 a 160 m) a déle
vzorek vody, ktery byl Cerpan z hloubky pfiblizné 17 m. Z chemickych parametr( bylo hodnoceno
mnozstvi kovovych a amonnych kationtd, aniontl (chloridy, bromidy, fluoridy, dusitany,
dusi¢nany, sirany a fosfore€nany), rozpusténych sufidd, uhli¢itant a hydrogenuhli€itand a dale
TOC. Pro studium funk&niho sloZeni mikrobialnich spole€enstev byly vyuzity metody amplikonové
sekvenace oblasti 16S rRNA a dale gPCR.

Studované vzorky predstavovaly oligotrofni, malo mineralizované podzemni vody. Tfi studované
vzorky si byly svym chemickym slozenim velmi podobné, ale liSily se vyrazné svymi
mikrobiologickymi parametry. Z vysledku je patrné, Ze v prostoru vrtu byla prostorova stratifikace
v mikrobiologickém sloZeni. Pouzita technologie byla vhodnym nastrojem pro studium rozdild
chemickych a mikrobiologickych vlastnosti a v hlubokych vrtech a puklinach.
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7.3 In-situ experimenty

Pracovisté TUL se dale podili na nékolika probihajicich in-situ experimentech, které maji za cil
otestovat funk&nost a stabilitu jednotlivych materialt planovanych pro uziti v HU (bentonit, kovové
materialy, cementové materialy) a ovéfit jejich vzajemné interakce v realistickych podminkach
hlubinného podzemi.

7.3.1 Material Corrosion Test (MaCoTe)

Cislo Smlouvy SURAO: SO 2019-131

Financovani: SURAO

Trvani: 2016-2023

Resitelsky tym: UJV a.s., Technicka univerzita v Liberci

Projekt SURAO Zapojeni v projektu Material Corrosion Test (MaCoTe), Cést zakézky &.2
Realizace a vyhodnoceni MaCoTe experimentu v Grimsel Test Site je sou¢asti mezinarodniho
projektu Material Corrosion Test (MaCoTe). Partnery tohoto mezinarodniho projektu jsou: Nagra
(Svycarsko), NWMO (Kanada), RWM (Velka Britanie), NUMO (Japonsko) a SURAO (CR).

Cilem projektu je oveéfit korozni chovani vybranych materialt potencialné vhodnych pro konstrukci
ukladaciho obalového souboru (UOS) v pfirodnich granitoidnich podminkach a ovéfit efekt
kompaktovaného bentonitu na potlaCeni mikrobialni aktivity.

V prvni fazi projektu byla navrZzena aparatura pro provedeni koroznich zkouSek v pfirodnim
granitoidnim prostfedi za zvySené teploty, ktera byla v dalSi fazi projektu instalovana v podzemni
laboratofi Grimsel Test Site (GTS). Aparatura byla instalovana do péti vrta, které byly utésnény
pro udrzeni anaerobnich podminek. Korozni zkou$ka byla poté postupné v nasledujicich letech
po jednotlivych vrtech ukon€ovana a vyhodnocena.

Pro experiment byly pouZity vzorky uhlikové oceli a nastfiku médi, které jsou ulozeny v BAM a
MX80 bentonitech. Experiment je vyhfivan na 70 °C a probiha za anaerobnich podminek.

V prabéhu projektu jsou pribézné analyzovany mikrobiologické poméry ve vzorcich bentonitu a
dale ve vzorcich podzemnich vod. Vyuzivany jsou jak sekvenacéni tak gPCR metody. Z vysledk
mikrobiologickych analyz vyplynulo, Ze hlavnimi metabolickymi procesy probihajicimi
ve studovanych podzemnich vodach jsou anaerobni respirace, fermentace a metanogeneze.
formy siry, které pravdépodobné vznikaji anaerobni respiraci siran. NejvyraznéjSi zmény
mikrobialnich poméri v podzemnich vodach ve zkoumanych vrtech zpUsobuji vyjmuti moduld,
po kterych dochazi k radikalnim zménam struktury mikrobialnich spoleCenstev. Po opétovném
uzavieni modulu je ustanovena nova mikrobiologicka rovnovaha, ktera setrvava i v pozdéjsich
odbérech, byt postupné dochazi k posunum (pfedevSim opét smérem k anaerobie). Mikrobialni
komunity podzemnich vod Ize oznacit jako stabilni.

V pfipadé studovanych bentonitll byla (s vyjimkou vzorku BAM z prvniho roku) zaznamenana
omezena mikrobialni aktivita. Vzorky si jsou sloZzenim mikrobialni komunity pomérné podobné.
Kov, se kterym je bentonit v kontaktu, slozeni mikrobialniho spoleenstva dle soucasnych
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vysledkl neovliviiuje. Stejné tak nebyl zaznamenan vyznamny rozdil v jednotlivych segmentech
bentonitu (vzorek bych odebran zpovrchu, zkontaktu skovem a uprostied), coz je
pravdépodobné dano tim, ze je studovany krouzek pfilis tenky, aby bylo mozné obdobnou
prostorovou stratifikaci zaznamenat. Ve vzorcich bentonitl jsou pravidelné zaznamenavany
bakterie nalezejici do rodu Desulfofundulus, které se mohou podilet na pozorovanych koroznich
déjich.

Dosavadni vysledky jsou k nahlédnuti napt. v (Cernik et al., 2019; Dobrev et al., 2020)

7.3.2 Interakéni fyzikalni modely in-situ v PVP Bukov

Cislo zakazky: Z2017-036

Cislo smlouvy SURAO: SO2017-053

Financovani: SURAO

Trvani: 2018-2022

Resitelsky tym: Ceské vysoké uéeni technické v Praze
Subdodavatelé: UJV a.s., Ceska geologicka sluzba
Technicka Univerzita v Liberci (subdovadavatel pro UJV Rez)

Projekt Interakéni procesy FeSi vliv mikrobialni aktivity na fyzikalni a chemické vlastnosti
vyplhovych materiald (beton/bentonit) v matec¢né horniné v in-situ podminkach PVP Bukov za
zvySené (az do 200 °C) a normalni teploty a kontinualniho syceni podzemni vodou z nadrze
umisténé vrozrazce (Obr. 20). Zaroven bude vtomto projektu porovnana interakce mezi
bentonitem a béZznym betonem nebo betonem se sniZzenym pH. V ramci feSeni projektu jsou
pravidelné provadény analyzy pfitomnosti mikrobialniho osidleni a jeho popisu v prostoru
umisténi experimentl (rozrazka ZK-3S). Mikrobialni sloZzeni bude také stanoveno v pouzitych
materialech, zejména pak v bentonitu a horninovém prostfedi po ukonceni a rozebrani in situ
experimentu. Znalost chemického slozeni podzemni vody je nezbytnym parametrem potfebnym
pro pozdéjSi popis interakénich procest a vyhodnocovaci prace. Jelikoz je podzemni voda
pouzivana k pribéznému syceni experimentl, mohou se zmény jejich parametri odrazit i ve
zménach porové vody materiall (bentonitu, betonu) a tedy i v interakénich reakcich mezi témito
materialy. Vysledky stanoveni fyzikalné-chemickych parametrd a chemickych analyz podzemni
vody jsou také podstatnymi informacemi pro vyhodnoceni testu pfFitomnosti mikrobialniho
osidleni.
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Obr. 20 Schema zaloZeni in-situ experimentu v rozrazce ZK-3S PVP Bukov, Zluté Sipky naznacuji
smér toku darcovské podzemni vody, vzorky VZ1-6 jsou odebirany pro monitorovani vyvoje
mikrobiélnich spole¢enstev sytici nebo ovlivriujici experimentalni vrty. T16 — teplomér.

Doposud byly provedeny zakladni screeningové odbéry vzorkl pro charakterizaci mikrobialniho
osidleni v rozrazce ZK-3S a jejim okoli, vybranych podzemnich vodach a pouzitych materialech.
Vysledky z analyz vod a stér0 pomohou monitorovat mistni i ¢asovy vyvoj bakterialnich
spoleCenstev.

Zapakrovanim vrtu S1 doSlo k postupné pfeméné aerobniho spoleenstva v anaerobni
vyuzivajici jako TAE predevsim oxid uhli€ity (Methanobacterium). V8echny ostatni vzorky jsou
z velké &asti ovlivnény aerobnim prostfedim v PVP, jimz je voda vedena z vrtu S1 nejprve do
nadrze a posléze pfeCerpana a prefiltrovana do experimentalnich vrtd. Stejny vliv aerobniho
prostfedi dulniho dila byl zjiStén téZ v mikrobialnim screeningu dolu Rozna (Steinova et al., 2021),
viz kap 7.2.1. Vysledky analyzy vody z vrtu S20 sousediciho pfimo s experimentalnimi
vyhFivanymi vrty odrazi pfimou spojitost mezi sytici vodou a vodou z vrtu S20 v daném ¢asovém
obdobi. Pfebytky kontinualniho syceni zfejmé odchazeji puklinami a vrtem S20 zpét do rozrazky.
VétSina mikroorganismu hojné pfitomnych jak ve vodach, tak na sténach PVP je bud
neklasifikovanych (za¢lenény do tfid, Celedi a fadl, ale ne blize ur¢eny) nebo malo studovanych
(OM190, CRP2, Candidati nebo vétSina mikroorganism z domény archea) a proto neni mozné
jejich potencialni vliv na stabilitu vyplni diskutovat.

Na dlouhodobou stabilitu hlubinného ulozZist¢ RAO bude mit vliv hlavné vyskyt anaerobnich
mikroorganism( redukujicich sirany a Zelezité slou€eniny, viz kap. 2.3 a 5.2. Vyskyt téchto
redukujicich mikroorganismd muze byt v prostfedich s gradientem kysliku spjat s vyskytem
aerobnich, siru a Zelezo oxidujicich, bakterii, které jsou hojné pfitomné v analyzovanych vodnych
vzorcich. Zbarveni vody v nadrzi také naznacuje pfitomnost zeleza ev. sirnych sloucenin v sytici
vodé, coz by mohlo napomoci vzniku mikrobialnich komunit vy$e zminénych reducentd
v zapakrovanych experimentalnich a kontrolnich vrtech. Av8ak vzhledem k aerobnimu
charakteru zaloZzeni experimentu se da ocCekavat gradudlni a pomaly narist obligatné
anaerobnich mikrobialnich spoleCenstev velmi citlivych na pfitomnost kysliku. Vyskyt
mikroorganismu v okoli Exp 1 a T16 spiSe odrazi fakt, Ze dochazi k pfesycovani systému a vzniku

87



nahodné diversifikovanych lokalnich biofilm0 ovliviiénych mikroorganismy ze sytici vody v daném
Casovém obdobi.

Dosavadni vysledky interakéniho experimentu odrazeji nékolik zasadnich poznatkd.

1. Pro sledovani mikrobialné-indukovanych zmeén ve vypliiovych materidlech plsobenim
anaerobniho spolecenstva by velmi prospélo, aby byly tyto experimenty od poatku syceny
anaerobni vodou pfimo ze zapakrovaného vrtu. Tim by se dozajista urychlil nastup
redukéniho prostfedi v systému u takto relativné kratkodobych experimentu.

2. Dtlezity je také zplsob odbéru a zachovani sterility. Pouziti Sterivex filtrd se tak ukazalo jako
nejvhodnéjsi zplsob odbéru vodnich vzork( pro zachovani puvodni mikrobialni skladby,
protoZze anaerobni mikroorganismy velice citlivé reaguji na pfitomnost kysliku.

3. VétSina detekovanych mikroorganismu se vyskytuje v rizné mife ve vSech vodnych vzorcich
a doklada tak vzajemnou souvislost a navaznost jednotlivych vzork(i v experimentalnim
systému.

7.3.3 Pilotni korozni experiment v PVP Bukov

Cislo smlouvy: SO2020-086
Financovani: SURAO
Trvani: 2021 - 2032

Resitelsky tym: UJV ReZ, a.s., Technicka univerzita v Liberci, VSCHT, CVUT FSV, CGS
Pfedmétem plnéni vefejné zakazky je zajisténi dlouhodobého zkusebniho testovani korozniho
chovani vzorka materialll navrzenych pro vyrobu ukladacich obalovych soubort uréenych k
trvalému ulozeni VJP v hlubinném uloZisti. Toto testovani bude probihat v in-situ prostredi
(korozni experiment), podzemniho vyzkumného pracovisté Bukov. Soucasti zakazky bude také
vypracovani realizaéniho projektu a metodiky korozniho experimentu, dale pfiprava sady vrta
v€etné popisu horninového prostfedi, do kterych budou tyto testovaci sestavy viozeny, jak pro
ucely pilotniho testovani, tak pro umoznéni rychlého provedeni dalSich testd v budoucnu.
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8 Zaveér
Pfedlozena prace shrnuje recentni poznatky o problematice mikrobiologie v prostfedi hlubinnych
ulozist jaderného odpadu. Bakterie, archea a nékteré eukaryotické mikroorganismy jsou diky

svym unikatnim vlastnostem schopné prezit za nejriznéjSich extrémnich podminek a jejich
pFitomnost a metabolickou aktivitu je tfeba o&ekavat i v HU RAO.

VétSina bakterii vykazuje versatilni metabolismus a vyuziva rizné metabolické cesty k ziskani
energie k rlstu v zavislosti na aktualni dostupnosti jednotlivych zdroju energie v okolnim
prostfedi. Vyvoj mikrobialnich spoleCenstev je z veliké €asti uréovan redoxnimi podminkami
prostiedi, jez ale svou aktivitou spoluvytvari. Kromé dostupnosti Zivin mikrobialni aktivitu ovlivAuji
dalSi biotické (mikrobialni diverzita a interakce mezi rGznymi skupinami mikroorganismu) a
abiotické podminky (teplota, dostupnost vody, prostorova omezeni atd.).

Pro studium mikrobialni aktivity v HU RAO je zcela zasadni kvalitni metodicky aparat, a
predevsim jeho spravné vyuziti vzhledem ke kladenym otazkam. Jednotlivé metody detekce maji
své limity a kazda je vhodna pro zodpovézeni riznych typu otazek, pfiCemz zasadni je prfesné
rozliSeni mezi pfitomnosti, zivotaschopnosti a metabolickou aktivitou mikroorganismi ve
studovanych vzorcich. V8echny hlavni recentné uzivané metody jsou v textu popsany véetné
priklad( studi souvisejich s hlubinymi Ulozisti, ve kterych byly pouzity. K jednotlivym metodam je
dale doplnén komentar shrnujici jejich vyhody a nevyhody.

Pfitomnost mikrooganismi byla dosud prokazana z hloubek vétSich nez 5 km a dle nékterych
autorll tvofi mikroorganismy Zijici v podzemnich ekosystémech az 20 % celosvétové biomasy.
V souc€asné dobé prevlada nazor, Ze v nejhlubsich oblastech je Zivot pohanén H, a CO; a je tedy
nezavisly na vnéjSich zdrojich organického uhliku. Z vysledku mnoha nezavislych studii
vyplynulo, Ze mikrobialni diverzita se dramaticky li§i mezi vzorky hornin a mezi podzemni vodou
(byt jsou vzorky odebrané ze stejného mista). Navic sesilnich mikroorganisml je az
nékolikafadové vice nez planktonnich. Proto vzorkovaCe podzemnich vod nepfedstavuiji idealni
formu pro studium sesilnich mikroorganismu, jejichz sloZeni se od planktonnich mize zasadné
liSit. DalSim faktorem, ktery vyrazné ovliviiuje mikrobialni diverzitu, je horninové prostfedi (napf.
pyrit, markazit, kalcit atp.) a s tim souvisejici dostupnost terminalnich akceptora elektront, donort
elektront a dostupnost zdroja uhliku. Neméné dulezitym faktorem je hloubka a dale mira izolace
(t. nakolik je studovana lokalita propojena systémem puklin). Zména jediného drobného
parametru postacuje k dramatické zméné v mikrobialnim spole€enstvu. Postupy odbéru vzorkl z
takovychto prostifedi jsou zatizeny vysokym rizikem kontaminace zptisobenym extrémné nizkou
koncentraci mikroorganismi v hlubokém podzemni. V textu proto jsou zhodnoceny sou€asné
postupy odbérll zaméfené na odbér planktonnich mikroorganismu (ze vzorkd podzemnich vod)
a na odbéry pfisedlych mikroorganismu (pfedevsim avSak nejen z horniny) a specialni pozornost
je vénovana pravé minimalizaci rizik kontaminaci.

V dosavadnich publikovanych pracich neexistuje dostate€né mnozZstvi informaci, které by
umoznily relevantné posoudit vliv mikroorganisma, které by mohly byt do prostfedi ulozisté
zavle€ené lidskou ¢innosti. Z dil€ich informaci vSak vyplyva, Ze k mikrobialnim kontaminacim v
ulozisti vlivem lidské €innosti sice dochazet bude, nicméné Ize oCekavat, Ze tyto kontaminace
nebudou hrat dlouhodbé vyznamnou roli (napf. vzhledem k odolnosti kompaktovaného bentonitu
vuci externim zdrojum mikroorganismu a velmi extrémnim podminkam v pocatecni fazi existence
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uloZidté), pokud zaroven nedojde vlivem lidské c¢innosti k masivnimu navySeni mnoZstvi
dostupnych Zivin &i Zivotniho prostoru.

Bentonit obsahuje dostate¢né mnozstvi zivin pro podporu mikrobialni aktivity a mikrobialni
diversita v bentonitech je proto obrovska. To, zda a jakym zpusobem dojde k rozvoji mikrobialniho
osidleni v bentonitovém prostfedi je pak jednozna&né uréovano environmentalnimi podminkami,
kdy klicovymi faktory jsou zivotni prostor, dostupnost vody a konktétnich zivin a redoxni stav
okolniho prostfedi. Pokud je bentonit kompaktovan na vysokou objemovou hmotnost, dojde
k zadsadnimu omezeni mikrobialni aktivity. Mikroorganismy vSak presto zlstavaji zivotaschopné
ve formé spor a jejich metabolicka ¢innost muze byt obnovena v pfipadé poklesu objemové
hmotnosti. Sporulujici mikroorganismy pfedstavuji dominantni skupinu pfirozené mikrobialni
komunity a jejich vyskyt vyznamné znesnadnuje dlouhodobou pfedpovéd vyvoje mikrobialniho
osidleni v ulozisti a jeho vlivu na stabilitu ulozisté. PFi studiu a hodnoceni riznych faktort
omezujicich mikrobialni aktivitu v HU by tak kromé& samotné detekce zmény mikrobialni aktivity
vlivem studované veli€iny méla byt hodnocena téz schopnost spor pfezit v danych podminkach
(potencialni budouci stav).

Dal$i vyznamnou vyplfiovou slozkou HU jsou cementové materialy — betony. Pfestoze je studii
zkoumajicich pfirozenou mikrobialni komunitu v betonu nebo cementu poskrovnu a samotna
metodika izolace DNA v zasaditych matricich je komplikovana, bylo zjisténo, Ze pfirozena
mikrobialni komunita v betonovych materidlech pochazi z dil¢ich materialovych komponent
betond. S pfitomnosti mikroorganismu a jejich metabolickou aktivitou v cementovych materialech
je proto v konceptech HU tfeba také poéitat. K oddaleni nezadouci deteriorace cementovych
matric v dlouhodobém méfitku by mohla vyznamné pfispét vhodna pfima (jako pfisada pfi
pfipravé matric) i dodate€na uprava cementovych matric, ale je zapotiebi tyto alternativni matrice
dobfe otestovat v dlouhodobém méfitku.

Cinnosti mikroorganism miZze dojit ke snizeni dlouhodobé bezpe&nosti a stability GloZisteé.
Mikrobialné indukovana koroze oznacuje korozivni pusobeni mikroorganismu (tj. biokorozi) na
materialy nejen kovové povahy. Metabolickou €innosti riznych skupin mikroorganism, jez je
podrobné posana v této praci, muze dojit k poSkozeni UOS. Mikroorganismy mohou byt také
zodpovédné za zmény tlakovych podminek v HU, nebot produkuji rGizné plyny, jako je sulfan,
oxid uhli¢ity, vodik ¢ metan jako vedlejSi produkty svého metabolismu. Rozdil mezi mirou
produkce plynu a jejich difusi do okolniho prostfedi €i spotfebovavanim biotickymi i abiotickymi
procesy muze vést ke vzniku prasklin v bentonitové tésnici vrstvé ¢i okolni horniné a vytvoreni
preferenCnich cest pro mikrobialni aktivitu v blizkosti UOS ¢i unik radionuklidd do prostfedi.
DalSim mikrobialné indukovanym jevem, ktery maze ovlivnit dlouhodobou bezpe&nost a stabilitu
hlubinného ulozisté, jsou zmény v mineralogické struktufe bentonitu a s nimi spojené zmény
geotechnickych vlastnosti. Zelezo-redukujici bakterie dokaZzi redukovat strukturalni Fe®* ve
smektitech, coz mlze vést ke zmenSeni specifického povrchu, snizené bobtnaci schopnosti a
kolapsu filosilikatové struktury jilovych materidld. Podobné& miZe obdobnou mineralni
destabilizaci potencialné zpisobovat také produkovany sulfan, ktery je v bentonitu velmi efektivné
vyvazovan. Mikroorganismy mohou hrat téz negativni roli v biodegradadaci cementovych
materidlt, které budou hojné vyuzZivany pfi ukladani nizko, stfedné i vysokoaktivnich
radioaktivnich odpadu. Rychlost a stupen biodegradace betont bude zaviset na geochemickych
a fyzikalnich parametrech, které budou pfimo ovliviiovat pfitomnost mikroorganismd a jejich
metabolickou aktivitu. Na druhou stranu muze c&innosti mikroorganismd dochazet téz
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k vylepSovani struktury cementovych materialt a zacelovani pfipadnych trhlin produkci uhli¢itanu
vapenatého.

Soucasti predlozené prace je soupis projekt(, které se vénovaly ¢i vénuji problematice

vvvvvv

projektd plynou. A kone¢né v zavéru samotné reserSe jsou souhrnné predstavena doporuceni
pro dalSi mikrobialné zaméfené studie jak v in-situ, tak laboratornich podminkach.
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9 Doporuceni pro budouci experimentalni ¢innost

e V pfipadé dlouhodobych mikrobiologickych experimentu &i mikrobiologického monitoringu
na PVP Bukov doporuéujeme vyclenit nékolik vrtd vyhradné pro tyto Ucely. Paralelné
s mikrobiologickym monitoringem by zde mél probihat monitoring fyzikalné-chemickych
parametrl, ktery zahrnuje anaerobné méreny oxidaéné-redukéni potencial, pH, donory a
akceptory elektroni pro mikrobialni metabolizmus, TOC a idealné také analyzu plyn(.
Tyto vrty by mély mit stabilnimi poméry, to znamena, Ze by mély byt nékolik let staré a
dlouhodobé zavodnéné v celém profilu. Zasadni je, aby Slo o vrty déle uzaviené a
anaerobni a aby do nich mimo mikrobiologicky monitoring nebylo zasahovano. Minimalni
pocet takovychto vrta v PVP je tfi (takové mnozstvi uz zajisti moznost urcité generalizace
ziskanych vysledk(). Je to dobra a funguijici praxe napf. z Aspé HRL, Onkalo &i Mt. Terri.

e Bylo by také vhodné zajistit v oblasti PVP dostatecnou infrastrukturu pro mikrobiologické
odbéry a prvotni zpracovani vzorkd, tak aby nékteré nezbytné kroky predchazejici
mikrobiologickym analyzam mohly prob&hnout pfimo na lokalité. Jedna se pfedevsim o
instalaci laboratorniho stolu s pfipojkou na elektfinu, uzaviratelnou laboratorni skFifi nebo
box pro ulozeni laboratornich pomucek (filtraéni zafizeni, laboratorni plastik, pipety atp.).

o DoporuCujeme zaméfit se na optimalizaci stanoveni mnoZstvi biomasy v podzemnich
vodach na PVP - jako nejvhodnéjSi metody se jevi pfimé pocitani bunék ve
fluorescenénim mikroskopu v kombinaci s ddPCR (tato metoda ma vSak potfebné
optimalni hodnoty biomasy, mimo které méfi velmi nespolehlivé). Obé tyto metody je tfeba
optimalizovat pro prostfedi PVP. Je nutné zjistit vliv filtrovaného objemu podzemni vody,
protoze mnozstvi ziskané biomasy ovliviuje kvalitu vyslednych dat. V nékterych
zahranicnich pracich jsou filtrovany az stovky litrt vody. Vhodny postup je ze stejnych vrtd
(optimalné S-25 a S-26 v dole Rozna) vzorkovat rizné objemy vod (napf. 1, 5, 20 a 100
[, bude-li to mozné) a srovnat vysledky z téchto odbérd. K filtraci vétSiho mnozstvi vody je
treba zajistit elektrickou pfipojku v blizkosti vrtli, tak aby bylo mozné filtrovat potfebny
objem pomoci vakuové pumpy.

o Zaméiit se na studium malych bunék (mensich nez 0,22 um) ve vzorcich podzemnich
vod. Optimalni postup je srovnat mikrobialni komunity ze vzorkd vybranych podzemnich
vod prefiltrované pres filtry 0,22 um a 0,1 pm. Jako vhodné se pro tyto Uc€ely jevi anaerobni
vrty S-25 a S-26 v dole Rozna.

e Pokusit se definovat aktivni frakci mikrobialni komunity v podzemnich vodach na PVP
Bukov, protoZe sekvenace DNA z daného vzorku nedokaze odliSit metabolicky aktivni a
Zivotaschopné buriky (napf. spory) od DNA z poSkozenych nebo mrtvych bunék. Jako
nejvhodnéjSi metoda se jevi vyuziti PMA v kombinaci s jiz pouzivanym amplikonovym
sekvenovanim oblasti 16S rDNA, je vSak tfeba ji optimalizovat pro vzorky z PVP. DalSi
moznosti je sekvenace RNA, ta je vS8ak metodologicky velmi naro€na a zaroven i finanéné
nakladna.

e Do budoucna doporuCujeme se zaméfit na to, aby spoleCné s mikrobiologickymi
analyzami bylo méFeno co nejvice dalSich relevantnich parametrd. Jedna se pfedevSim o
hydrochemicka méfeni, napf. oxidané-redukéni potencidl, dostupnost donort a
akceptoru elektront a uhliku jsou zasadni pro mikrobialni metabolizmus urcitého typu, ten
potom maze mit vliv na korozni jevy v HU. A déle doporuéujeme analyzy plynG pfitomnych
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ve vrtech, protoZe také ovliviuji mikrobialni aktivitu a nékteré pfimo mikrobialni aktivitou
vznikaji a mohou mit vliv na bezpeénost HU.

Vénovat se studiu diverzity eukaryotickych organismd (pfedevSim hub) ve vzorcich
podzemni vody a pfipadné i v horniné. Houby mohou produkovat H,, &imZ mohou vyrazné
podpofit mikrobialni aktivitu pro HU nebezpeénych skupin mikroorganismd (napt. SRB).
ZkuSebni sekvenace houbového amplikonu ze vzorku podzemni vody z vrtu S-23 jiz
probéhla.

Vzhledem k vysoké mife prostorové heterogenity mikrobialniho osidleni je zadouci
zaméfit se na studium tohoto fenoménu. Bylo by vhodné studovat mikrobialni diverzitu na
menSi prostorové Skale, napf. v riznych intervalech hloubek vrtd (optimalné za pouziti
pakrii oddélujici jednotlivé intervaly). V souCasnosti se odebira ze vSech vrtd jeden
smésny vzorek, ackoliv se mikrobiologické poméry v riznych &astech vrtu mohou
dramaticky lisit.

Do budoucna se zaméfit na analyzy mikrobialnich spoleenstev tvoficich biofilm a srovnat
je svysledky mikrobialnich analyz ze vzorkd podzemnich vod (ij. planktonnich
mikroorganismu). Jde jednak o analyzy vzorkd hornin zvrtnych jader (spravné
odebranych), nebo o vzorky narostd biofilmu na nosiCich biomasy — tim muize byt
nadrcena sterilni hornina, sklenéné kulicky ¢i nanovidkenné nosiCe. S tim také souvisi
optimalizace takovychto odbéru, ktera pravdépodobné bude ¢asové naro¢na, a je proto
vhodné ji pfipadné vénovat samostatny projekt (tak jak se obvykle déje v zahranici).

Pro snizeni rizika kontaminace (jak mikrobialnich komunit vyskytujicich se ve vodé ve
vrtu, tak mikrobialnich spoleCenstev ve vrtnych jadrech) doporuujeme vyuzivat podzemni
vodu z okolnich vrtll — je-li dostupna. V zasadé plati, Ze by mél byt kladen dlraz na to,
aby se poméry (mikrobiologické, hydrochemické) panujici ve vodé pouZzité k vrtani co
nejvice blizily pomérim, které budou panovat ve vrtu (bude-li zavodnén). Bude-li to
mozne, je optimalni vodu jesté na lokalité sterilizovat UV zafenim.

V pfipadé odbérl vrtnych jader pro mikrobiologické ucely je optimalni pouzivat znaceni
fluoresceinovymi kuliCkami bud' pfimo v dobé vrtani, nebo alespon pfi vyjimani vrtnych
jader z vrtu. Bude tak mozné odliSit oblasti kontaminované vrtanim a oblasti nezasazené.
Jakoukoliv metodu mikrobiologickych odbérd z vzorkl vrtnych jader v3ak bude tfeba
predem optimalizovat a otestovat.

V pfipadé budouciho hodnoceni mikrobiologickych pomérli na moznych budoucich
lokalitach pro HU odebirat vzorky podzemni vody z dostate¢nych (tzn. pro budouci
ulozisté relevantnich) hloubek spole¢né s hydrochemickymi odbéry. Takovyto monitoring
by mél byt dlouhodoby (nékolik let), tak aby mohlo dojit k nastoleni rovnovahy
mikrobiologické rovnovahy. Postupy odbért mikrobiologickych vzorkl z takovychto vrtd
bude tfeba nejprve optimalizovat.

Pfedchozi studie také ukazuji, Ze variabilita v geochemickém slozeni podzemnich vod a
s ni spojené rozdily v mikrobialnim slozeni, mohou byt veliké, coz demonstruje existenci
skrytého mikrobialniho potencialu (viz dale). Pro vyvozeni spolehlivych zavéra je tedy
nutny rozsahly dataset z fady nezavislych odbért a lokalit v podobnych horninovych
podlozich.

Rada nezavislych praci ukazuje, Ze mikroorganismy, které pFedstavuji minoritni sloZku
mikrobiomu mohou za vhodnych podminek prostiedi rychle pfevazit a stejné chovani bylo
pozorovano také v anaerobnich vrtech na PVP Bukov. Pfi studiu mikroorganismu v in-situ
podminkach by tedy mél byt zohlednén nejen aktualni mozny efekt, ale téz mikrobialni
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potencial. K pochopeni tohoto potencialu by bylo vhodné provadét modelové in-situ
experimenty, jez budou simulovat rGzné podminky prostfedi, které v riznych fazich
ulozisté mohou nastat a sledovat s nim spojeny rozvoj mikrobialni aktivity.

Zajimavym problémem, ktery mize vyznamné ovlivnit vyvoj mikrobialnich komunit
v prosttedi HU, je zjistény rozdil mezi Zivinami limitujicimi mikrobialni aktivitu
v bentonitech a podzemnich vodach. Zatimco v pfipadé podzemnich vod na PVP Bukov
byla zjisténa jednoznacna limitace dostupnymi TAE, v pfipadé bentonitd je to naopak
limitace dostupnymi donory elektronu. V budoucich studich bude tedy nezbytné ovéfit, jak
spolu oba systémy budou interagovat a k jakému transferu Zivin bude mezi obéma
prostfedimi dochazet. Mezi kliC¢ové otazky patfi:

A) Detekce pfitomnych donort elektroni na PVP Bukov — analyza organickych latek
v podzemni vodé.

B) Jsou tyto dostupné donory elektronl pouze disledkem duini ¢innosti, nebo se vyskytuji
i na jinych mistech ¢eského masivu? Da se olekavat, Zze prostfedi ulozisté bude téz
vyznamné ovlivnéné timto efektem?

C) Muze byt podzemni voda vyznamnym zdrojem donoru elektront pro mikrobialni aktivitu
v bentonitu v in-situ podminkach?

Na zakladé literarnich udaju neni dosud spolehlivé vyfeSena otazka mikrobialniho efektu
na mineralni destabilizace smektit vlivem redukce strukturalniho Zeleza. K tomuto efektu
muze dochazet jednak pfimo aktivitou IRB dale nepfimo aktivitou SRB a produkovanym
sulfanem a Ize ho tedy oCekavat dlouhodobé a napfi¢ riznymi redoxnimi stavy ulozisté.
Tento jev tedy bude nutné ovéfit na Ceskych bentonitech bohatych na pfimési Zeleza a
potvrdit €i vyvratit jeho potencialni destabilizujici efekt.

Vyskyt sporulujicich mikroorganisml vyznamné znesnadnuje dlouhodobou pfedpovéd
vyvoje mikrobidlniho osidleni v uloZisti a jeho vlivu na stabilitu ulozisté. Pfi studiu a
hodnoceni riznych faktord limitujicich mikrobiaini aktivitu v HU by kromé& samotné
detekce mikrobialni aktivity (aktualni stav) méla byt hodnocena téz schopnost spor piezit
v danych podminkach a nasledné regenerovat (vliv na potencialni budouci stav).

Velkym problémem pfi studiu efektu mikroorganismu v riznych in-situ experimentech je
pouziti vysoce kompaktovaného bentonitu, ktery zcela jisté metabolickou aktivitu
mikroorganismG vyznamnym zpUsobem omezuje, ale na druhou stranu neumoziuje
studovanych vrtl a mikrobialnich spole€enstev v obvyklych experimentalnich ¢asech
nikdy nemuze dojit. Neni tedy pFekvapivé, Ze zjist€né mikrobialni efekty v in-situ
experimentech zpravidla nejsou veliké. Ztohoto dudvodu by bylo vhodné v
dlouhodobém in-situ experimentu zmapovat vyvoj mikrobialni aktivity (idealné vcetné
jejiho vlivu na MIC) a geochemickych parametrd pfi pouZiti riznych objemovych
hmotnosti kompaktovaného bentonitu. Toto experimentalni uspofadani by mohlo
napomoci nahlédnout dale do budouciho vyvoje redoxnich podminek, zivin a
mikrobialnich komunit v ulozisti. Ziskana data by mohla byt téz vyuzita pro matematickou
predikci chovani ulozisté.

Stabilita HU bude také zaviset na pouZiti kvalitni betonové zatky. Nechténa mikrobialni
aktivita by mohla byt potlatena vhodnymi cementovymi pfimésemi anebo dodate¢nou
upravou, kterézto faktory by mohly vyznamné pfispét k oddaleni nezadouci deteriorace
cementovych matric v dlouhodobém méfitku. V laboratornich nebo in-situ podminkach by
bylo vhodné testovat pfidavek spor kalcit-produkujicich alkalifilnich bakterii nebo
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inhibitord bakterialni aktivity v pfitomnosti a nepfitomnosti sirant a/nebo dusi¢nant
v cementovych materidlech v dlouhodobém horizontu za nepfitomnosti svétla, avSak
s dostatecnou okolni vlhkosti. Na druhé strané mikrobialni aktivita by mohla byt potlacena
coatovacim natérem s vhodnymi aditivy jako napf. fungicidy, baktericidy, které maji branit
prostupu vody a CO; k betonu (stafeni, kfehnuti, snizeni pH) a zaroven rlstu bakterii
v biofilmech na povrchu materialu. Funkénost téchto ochrannych vrstev vSak musi byt
nejprve v separatnim experimentu ddkladné otestovana.

RozsahlejSim in-situ experimentiim by mély vzdy pfedchazet dil¢i zakazky zaméfené na
otestovani a optimalizaci nezbytnych metodickych postupl tak, aby v realnych
dlouhodobych experimentech bylo mozné ziskat skute¢né kvalitni data ovéfenymi
postupy. To plati pro vSechny metodické postupy, které nejsou v sou€asnosti rutinné
pouzivany, a odpovida to dobré praxi ze zahranici, kde je ¢ast projektt (i mnohaletych)
zamérenych vyhradné na optimalizace téchto postupu. Je to jediny zplsob, jak ziskat
kvalitni (kontaminacemi nezasazena) mikrobiologicka data, ktera mohou byt pouZita pfi
planovani HU.
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