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Abstrakt

Tato prace se zabyva bakteridlnimi polymery extraceluldrnimi a intracelularnimi. Jsou zde
uvedeny jejich zékladni vlastnosti, slozeni, a také moznosti zndzornéni obou typi téchto
polymert v bakteriadlnich buinikach. V této praci je také popsan vyznam extracelularnich
bakterialnich polymert pro tvorbu vlocek aktivovaného kalu a dasledek nadmérné tvorby
kapsularnich polymert pfi viskéznim bytnéni aktivovaného kalu. Je zde také zminka
o vyznamu zasobnich intraceluldrnich polymerii pro postupy mikrobialniho odstrafiovani
fosforu z odpadnich vod.

This work deals with extracellular and intracellular bacterial polymers. Their composition,
basic properties and possibilities to stain both types of polymer in the bacterial cells are
noted. The work also describes the importance of extracellular polymers for flocks creating
of activated sludge and the importance of excessive production of capsular polymers
during viscose activated sludge bulking. Also mentioned here is the importance of storage
intracellular polymers for the process of microbial removal of phosphorus from waste
water.
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UvVoD

Jiz od pradédvna, tj. od bod existence Homo sapiens sapiens byl sttedem pozornosti ¢loveka
dochdzelo i ke zvySenym narokiim na uspokojeni jeho potieb. Nikdo si nelamal hlavu
s budoucnosti a okoli, Zivotni prostfedi (ZP), nebylo brano vuvahu. S rozvojem
spolecnosti zaCaly vznikat prvni manufaktury, které se postupem Casu vypracovaly az
ve velké tovarny. Ty se staly hlavnim znecistovatelem pfirody. A nejen ty, 1 ¢lovek jako
osoba ma podil na tom, jak jeho prostfedi vypadalo a vypadad. Az v pozd¢jsSich letech se
objevily pokusy o snizeni negativnich dopadi na ZP. Pfes rizné uspéchy i netispéchy je
dnes ZP v mnoha zemich stavéno na prvni misto, i v CR tomu neni jinak. Nebot’ &lovék si
uvédomil, ze takové prostiedi, ve kterém se pravé nachazi, si utvaii sdm. Sam muze za to,
jestli bude jeho okoli krasné, zdravé a Zivota schopné ¢i jen Sedé, zapachajici

a neobyvatelné.

Nelze vsak jednoduse fici, ktera cast biosféry (¢ast Zemée, ve které Clovek zije) je nejvice

a ktera nejméné poskozena.

Mezi jedny z hlavnich zneciSténych a poSkozenych zdrojii ptirody patii voda. Jak jiz bylo
naznaceno, jednim znejvétSich zneciStovatell je primysl (chemicky, metalurgicky,
papirensky atd.), dale také ve velké mife zemédé€lstvi a lidska spolecnost jako takova. Dnes
je jiz mozno vodu uspésné riiznymi technologiemi Cistit a upravovat do znovu vyuzitelné
podoby. Existuji rizné postupy ¢isténi, zalezi to hlavné na charakteru znecisténé vody,
tj. zda pochazi z primyslu a z jakého, ¢i zda jde o vodu splaskovou. Zafizeni, ve kterém
probiha ¢isténi vod, se nazyva Cistirna odpadnich vod (COV). Zde dochazi k velmi
slozitym technologickym postupim. Kde se nejprve provadi mechanické cisténi,
odstraiiovani nejhrubéjsich ¢astic z vody. Pak nésleduje mnoho dalSich riznych postupt.
Jednim z dnes nejpouzivanéjsSich je tzv. biologické Cisténi. V této Casti Cistirny dochazi
k ¢isténi odpadni vody pomoci mikroorganismi, diky velmi intenzivnimu probubldvani
privadénym vzduchem. Pfitomnd smés mikroorganismi se nazyva aktivovany kal (AK).
Nékdy je odpadni voda tzv. naoCkovana, kdy cast tohoto AK je dodana do ¢isténé vody
jesté pied zacatkem provzdusiiovani. Pfivod vzduchu zlepSuje a urychluje narist biomasy
(mikroorganismtl). Nakonec se takto vznikly AK odstranuje v dal§i nadrzi (dosazovaci

nadrzi). Kal ve formé vlocek (smés vlockotvornych a malého mnozstvi vlaknitych
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mikroorganismil) sedimentuje na dno nadrze diky gravitaci. Vycisténa voda pak putuje do

recipientu, piipadné dal do dalSich casti Cistirny.

Aviak i v COV se objevuje fada tuskali, se kterymi si obéas ¢lovék nevi rady. Nékterymi
z nich jsou viskozni a vlaknité bytnéni. V1dknité bytnéni je d&j, pfi kterém je vytvoieno
nadmérné mnozstvi mikroorganismit tvofici dlouha vldkna. Diky nim pak dochazi
k ,,roztrhani*“ vlo¢ek nebo k nadnaSeni kalu a tak ke Spatné¢ sedimentaci AK. Viskozni
bytnéni je zpisobeno nadmérnou produkci extracelularnich polymeri (polymeri na
povrchu buiiky) mikroorganismtl. Visk6zni bytnéni nijak zvlast' nezplsobuje problémy pii
¢isténi vody, ale zplsobuje komplikace pfi méfeni a kontrolach Cistoty odpadni vody.

Pfi¢ina tohoto jevu dosud neni zndma.

Protoze jsou stdle vyvijeny nové a nové postupy vyrob, je CiSténi odpadnich vod také
nuceno poznavat nové postupy odstraiovani nezadoucich latek. Praktiky v COV nejsou
omezené a museji se prizpusobovat rostoucim narokiim. Jsou tedy v neustalém rozvoji a je
nutno jim vénovat velkou pozornost. Protoze dominantnimi mikroorganismy cistirenskych
kalt jsou bakterie, je jim pfi studiu Cistirenskych procesti vénovana mimotadnd pozornost.
Znalost jejich vlastnosti a schopnosti je nezbytna nejen pro pochopeni fady pochodu pfi

¢isténi odpadnich vod, ale i1 pro rozsifovani moznosti jejich aplikace.
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1 BIOPOLYMERY

V dnesni dobé¢ je slovo polymer ¢i plast bézné uzivano. Kazdy si dokaze pod timto slovem
predstavit urcity konkrétni vyrobek. Biopolymery vSak takovy véhlas zatim jeSté nemayji,

nebot’ az v poslednich letech za¢inaji nabirat na slavé. Co tedy biopolymery jsou?

Biopolymery jsou vysokomolekularni slouc¢eniny produkované zivymi organismy a jsou
vice ¢i méné biologicky rozlozitelné. Molekulova hmotnost téchto latek se pohybuje
v oblasti 10* az 10" Da. Makromolekula biopolymeru vznika spojenim velkého mnoZstvi
stale opakujicich se jednotek jednoho typu latky, za soucasné tvorby velmi dlouhych
linearnich ¢i rozvétvenych fetézci. Ty mohou v prostoru zaujimat velky pocet rtiznych
konfiguraci vyznacujicich se rtiznymi vlastnostmi. Struktura biopolymerti je mnohem
komplikovanéj$i nez struktura syntetickych polymerd. Jednoduché makromolekuly
s monotdnni stavbou se v piirod€ vyskytuji jen ojedin¢le. Jednim z hlavnich rozdilnosti od
syntetickych ~ polymerii je piresnost ve struktufe. Pfirodni polymery maji piesné
definovanou délku fetézce, prostorové uspoidadani a pravidelnou strukturu. Chemicka
vyroba ptirodnich polymeri je teoreticky mozna, avSak praktickd pfiprava je velmi
obtiznd, nebot v zivych organismech syntéza polymernich latek probiha plisobenim

enzymd, které jsou ptisné specifické [1].

Biopolymery organismu se déli do nékolika skupin:

- polypreny ( kaucuk, gutaperca)

- polysacharidy (pft. Skrob, chitin, celulosa)

- bilkoviny (pt. kolagen, vlna, hedvabi, enzymy, hormony)
- nukleové kyseliny (DNA, RNA)

Mimo tyto 4 zékladni slouceniny organického ptivodu, se zafazuji k biopolymerim také
polyestery (polyhydroxyalkanoaty) organického charakteru a nakonec i anorganické

polyfosfaty.

Dalsi déleni biopolymert je na tzv. globularni (,,klubkovité*) pt. hemoglobin a fibrilarni

(vlaknité) pt. kolagen [1,2,3].

Ptesto, Ze chemicka stavba biopolymerii neni na prvni pohled pftili§ komplikovana, dochdzi

kombinaci jednotlivych monomernich jednotek k takové mnohotvarnosti a slozitosti, jaka
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neexistuje u zadnych jinych sloucenin. Kazda skupina latek o stejné obecné struktuie ma
obrovsky pocet riznych uspotadani a také raznych funkci. Slozité vlastnosti biopolymert
vyplyvaji z velikosti molekul a sloZitosti jejich stavby. S prodluzovanim fetézce (vice jak
50 atoml) dochazi ke vzniku dal§ich novych vlastnosti, napt. délka fetézce piimo
ovliviiuje moznosti smrstovani molekul, proménlivou viskozitu roztokl, vznik interakci
mezi jednotlivymi skupinami vazanymi na rtizna mista fetézce atd. Nové vlastnosti jsou

také dané charakterem potadi riznych zakladnich stavebnich jednotek.

Biologicka soustava tvofena biopolymery se odliSuje od vSech ostatnich soustav piredevsim
schopnosti replikace, adaptace a evoluce. Vyjimecné vlastnosti biopolymera jsou dany jen
jejich makromolekularnim charakterem a slozitosti molekulové stavby. Cim je molekulova
prenaset. Proto také polysacharidy, které maji monotonni strukturu, nemohou ukladat ani
prendset zadné informace. S nartistajici molekulovou hmotnosti vyjimecné vlastnosti

biopolymert tim vice vynikaji [1].

Biopolymery maji v pfirodé vyznamné nezastupitelné funkce — fidi a koordinuji veskeré
reakce probihajici v organismu (syntéza jednotlivych nizkomolekularnich i vysokomole-
kularnich latek, jejich pfemény a odbouravani), umoziuji ptenos zivota na dalsi generaci,
zachovavaji specifitu ur¢it¢ho druhu organismu a umoziuji také ptizptsobeni organismu
podminkam, ve kterych existuje. Kazd4 skupina biopolymerii ma své urcité vymezené

funkce:

Nukleové kyseliny — nositelé biologické informace (geneticky kod), coz vede k syntéze

bilkovin a dalSich typti nukleovych kyselin z nizkomolekularnich stavebnich jednotek.

Bilkoviny — maji Sirokou Skalu uplatnéni pt. katalytickou, stavebni, regula¢ni, obrannou,

transportni, podpurnou, ...

Polysacharidy — hlavni funkce je reservni, nebot’ jde o slouceniny s vysokym obsahem

energie, a také funkce stavebni

S rozpoznavanim struktur téchto latek se vytvofil novy védni obor — molekularni biologie,
jehoz hlavnim cilem je podrobné studium struktury biopolymert. Neméné dilezity je také
pramyslovy vyznam studia biopolymerd. Na zékladé¢ dokonalé =znalosti struktury
a chemickych reakci biopolymernich frakei rostlinnych a zivocisSnych organismu je mozno

zdokonalovat technologii jejich zpracovani a vlastnosti vyrobka [1].
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Mnoho biopolymert se také nachéazi ve struktufe bakteridlnich bunck. Na urcity typ
bakterialnich polymert se zaméfila tato bakalafska prace. Hlavnim cilem vSak neni jen
ur¢it typy téchto polymert, ale také popsat jejich vyznam pii ¢iSténi odpadnich vod.
Polymerni slouceniny, obsazené ve struktufe bakterii, které jsou soucasti aktivovaného

kalu (AK), je mozno rozdélit podle vyskytu na tfi hlavni skupiny:
extracelularni (kapsularni) polymery — polysacharidy, bilkoviny
polymer bunécné stény — peptidoglykan (murein)

intracelularni (zasobni) polymery — polyhydroxyalkanoaty (PHAs), glykogen, polyfosfaty

1.1 Extracelularni polymery

Tato skupina biopolymerti se nachdzi na povrchu bun¢k nékterych bakteridlnich druhi
a vytvari zde spolu s dal§imi latkami povrchovou ochrannou vrstvu — pouzdro (kapsuli)
nebo sliz. Uvelké casti bakterii, schopnych tvofit tyto polymery, jsou tvofeny
polysacharidy, u mensi ¢asti bakterii bilkovinami. Mimo tyto dvé pievazujici slozky se na
stavbé pouzdra bakterii podileji téz v mensi mife uronové kyseliny, zbytky kyseliny D-

a L-glutamov¢ a kyseliny hyaluronové.

Kapsularni (pouzderné) polysacharidy se vyskytuji u bakterii, kde na povrchu bunky tvoti
vrstvu. Tato vrstva ma nékolik riznych funkei — chrani bunku pred vnéjSimi vlivy (pred
vyschnutim, proti napadeni), umoznuje pfilnuti bunky k podkladu a téz slouzi jako
zasobarna zivin v dobé nouze. Kazdy druh bakterie ma urcité sloZzeni pouzdra ¢i slizu. Jde
hlavné o imunologicky specifické polymery, které diky svému rozdilnému a jiz
zminovanému  specifickému slozeni, umoznuji identifikovat jednotlivé druhy
mikroorganisml imunologickymi metodami [4].

V zavislosti na sile a konzistenci povrchové vrstvy obvykle rozliSujeme makrokapsuly, sliz

a mikrokapsuly.

Makrokapsula mé urcitou ultrastrukturu a ostfe ohraniCeny okraj, jez je dobfe
mikroskopicky pozorovatelny [2,5]. Tato kapsula (pouzdro) je pevné vazana kovalentni

vazbou na povrch bunééné stény, napft. u rodu Streptococus [6].

Sliz (slizové pouzdro) je lehce odstranitelny z povrchu buiky, je vyluCovan volné do

prostfedi a nemd ohraniceny okraj, vyskytuje se napt. u druhu Leuconostoc mesenteroides.
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Mikrokapsula — je velmi tenkéd vrstva nad bunécnou sténou o tloustce piiblizn¢ 0,2 nm.
Neékdy je mylné povazovana za ¢ast bunécné stény. Existenci mikropouzdra nelze rozeznat
ani modernimi metodami ani elektronovym mikroskopem. Lze ji dokazat pouze

imunologicky [2,5].

Kmeny bakterii vytvarejici makrokapsulu nebo sliz rostou na agarovych zivnych piadach
zpravidla v podob¢ hladkych mukosnich kolonii. Tyto bakterie vSak mohou spontdnné
(mutaci) ptrechazet na kmeny bez pouzder, vytvarejici na stejnych Zivnych piidach kolonie
drsného charakteru. Tento proces byva provazen zménou nékterych biologickych vlastnosti

[2].

1.1.1 Bakterialni polysacharidy

Polysacharidy jsou dilezitou skupinou makromolekularnich sloucenin vyskytujicich se
v pfirod¢. Molekula je sloZzena z nékolika set az tisic monomernich jednotek spojenych
tzv. glykosidickou vazbou mezi uhlikem C; jedné a jinym uhlikem (obvykle C4) druhé

molekuly (viz obr. 1) Se vznikem této vazby se soucasné odstépuje voda.

Dle po¢tu monomernich jednotek se sacharidy d€li na oligosacharidy, které jsou slozené
zmax. 10-ti monosacharidovych jednotek a polysacharidy obsahujici vice nez
10 monosacharidovych jednotek. U vétSiny bakteridlnich polymert je vSak pocet
monomernich jednotek daleko v&tsi a jejich molekulova hmotnost je tak vy3si nez 1.10° Da
[1,2,7,4]. Z chemického hlediska jsou polysacharidy polyhydroxyaldehydy — aldosy nebo
polyhydroxyketony — ketosy. Podle poctu uhlikl se jejich monomerni jednotky de€li na
triosy, pentosy, hexosy, heptosy atd. Monosacharidy se vétSinou vyskytuji v cyklické
form¢ bud’ s péticlennym kruhem, pak se nazyvaji pyranosy nebo s Sesti¢lennym kruhem,

furanosy [7].

Nézvoslovi polysacharidl se vyvijelo dosti nejednotné a bylo casto zalozeno na nazvech
zdroji, ze kterych byl dany polysacharid izolovan, napt. dextran izolovany z Leuconostoc
dextranicum. Podle $irsi klasifikace zalozené jiz na chemické struktuie se polysacharidy
déli na homopolysacharidy, kdy fetézec polymeru je tvofen pouze jednim typem
monomeru a heterepolysacharidy, kdy je fetézec tvofen nékolika riznymi cukry. Tvar

fetézce polysacharidu je bud’ linearni nebo rozvétveny [4].

V polysacharidovém fetézci jsou jednotlivé monosacharidy vazany glykosidickou vazbou,
jak jiz bylo uvedeno. Pro tuto vazbu se pouziva zkrdceny zapis napt. o-(1—6) coz

znamena, ze poloacetalova hydroxylova skupina (tj. skupina —OH na C,; uhliku) je v poloze
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a, tj. pod rovinou kruhu a ¢isla v zavorce znac¢i napojeni glykosidické vazby — O — na C,
na jedné
a C¢ na druhé molekule [8]. Napojovani jednotlivych monomernich jednotek je mozné
nékolika zplsoby. Kazdy polysacharid je tedy specificky svym rozdilnym napojenim
jednotlivych monomertd. U vétvenych fetézcli se samoziejmé vyskytuje daleko vétsi
mnozstvi vazeb, vétSinou v zavislosti na stupni vétveni, napt. v dextranu je D-glukosa
vazana vazbami o-(1—06), a-(1—3), nékdy 1 dal§imi, mannany z riznych mikroorganismil

maji vazby D-mannosy a-(1—2), a-(1—06), nékdy a-(1—3) apod. [4].

OH H [ OH 7 OH
H OH H OH| H OH | H OH
n H H H H H
OCH H W OH H OH H OH
HO OH HO o) S O
H OH H O H OH [ H O
o —D-glukosa polymer

Obr. 1. a-(1—4) glykosidicka vazba mezi glukosovymi jednotkami [1]

V molekule polysacharidu se mohou vyskytovat mimo cukerné slozky i jiné slou€eniny
napf. lipidy, oligopeptidy, bilkoviny, organické kyseliny. Bakteridlni polysacharidy
obsahuji vétSinou karboxylové, fosfatové a sulfatové funkéni skupiny. Tyto funkéni
skupiny dodavaji takovym bakteridlnim polysacharidim aniontovy charakter. Jiné
polysacharidy obsahuji aminoskupiny ve své primarni struktufe. Ty mohou byt
acetylované, sulfatované nebo nékteré zlstavaji volné. V poslednim piipadé propujcuji

volné aminoskupiny polysacharidu kationtovy charakter [4].

Polysacharidy jako takové velmi dobte hydratuji a piitomné funkéni skupiny k tomuto déji
jesté vice ptispivaji, coZ ma za nasledek tvorbu vysoce viskoznich roztokil. Za pfitomnosti
dvojmocnych kationtl (Ca™, Mg®") se tvoii intra- i intermolekularni kiizové vazby
a dochazi k precipitaci. Dochazi k ni za podminek, které snizuji ionizaci funk¢nich skupin.
Napt. pti zvySeni koncentrace vodikovych iontl v roztoku karboxylovaného polysacharidu
(pod pH 3) je ionizace karboxylové skupiny potlacena, ztrdci asociovanou vodu

a polysacharid precipituje. Polysacharidy se siln¢ kyselymi funkénimu skupinami (napf.
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sulfatovou) jsou stabilni i v roztocich o nizkych pH, protoze ionizace siln¢ kyselych skupin

neni snizena.

Ve vodé se polysacharidy bud’ nerozpoustéji nebo tvoii koloidni roztok. Linearni
polysacharidy jsou bud’ rozpustné velice malo, nebo zcela nerozpustné. Nékteré mohou byt
rozpustény dodanim tepelné energie nebo porusenim vodikovych vazeb, napf. silnymi
alkaliemi. Snizenim teploty nebo neutralizaci vSak vétSinou znovu precipituji. Veétvené
polysacharidy se rozpoustéji 1épe, ale jejich roztok o stejné koncentraci ma ve srovnani
s linedrnimi niz8i viskozitu. Linearni fetézce zaujimaji totiz v roztoku vétsi objem nez
fet€zce vétvené, s celou fadou mezimolekularnich vazeb.

Obecné¢ lIze ftici, Ze mikrobidlni polysacharidy jsou latky, které reaguji s jinymi
makromolekulami i malymi molekulami. ProtoZe naboj molekul sacharidil je zanedbatelny,
tvorba vysokomolekularnich komplexii je podminéna vodikovymi mistky, jejichZ pevnost
muze byt v rozmezi od slabych van der Waalsovych sil az po kovalentni vazby. V pevném
stavu jsou vSechny polysacharidy v dezorganizovaném uspofadani a s mezimolekularnimi
vazbami jen z Casti vyuzitymi. Mista s volnymi vazbami se mohou hydratovat. Velice
peclivé ususeny polysacharid obsahuje za normalni vlhkosti 8-10% vody. Roztoky

nékterych polysacharidl jsou velmi viskosni a snadno ptechéazi v gel [4,1].

Stanoveni fyzikalné chemickych parametri polysacharidi narazi na celou fadu problémi.
Mikrobiologa, biochemika, imunologa zajimaji intermolekularni vztahy studované latky,
organizace polymert, funkéni vlastnosti aj., predevS§im u Zzijicich bunék. Izola¢nimi
technikami se porusi nejen slabé hydrofobni vazby, ale predpoklada se, ze v nékterych
piipadech dojde k poruSeni i vazeb kovalentnich. Je tedy nutné pii interpretaci dat pocitat
s tim, Ze izolovany polysacharid nemusi mit stejné vlastnosti jako plivodni polysacharid,
zabudovany ve struktufe buiiky. Dal§im omezujicim faktorem je skutecnost, Ze velkd ¢ast
polysacharidii obsahuje polymery o nestejné molarni hmotnosti, i kdyz tfeba o stejné

struktufe a naopak, z biologickych materialti 1ze také nékdy izolovat smési polysacharida

o stejné nebo podobné molarni hmotnosti, ale rozdilné primarni struktufe [4].

Struktura bakteridlnich pouzder je natolik slozita, ze dosud nebyly vSechny dostatec¢né
prozkoumany. Bylo zji§téno, Ze existuje nékolik riznych typt polysacharidi vyskytujicich
se na povrchu bunck. Jednotlivé typy jsou rozdilné v raznorodém zastoupeni
monosacharidii, jejich pomérech, ¢i v pfitomnosti dalSich latek. Celkova struktura byla
zatim prozkouméana pouze u polysacharidli nckolika malo druht bakterii, pfevazné

patogennich. Napft. u pneumokoka je zastoupeni cukernych slozek nésledujici — D-glukosa,
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L-fukosa, D-glukosamin a D-galaktouronova kyselina, detailni struktura vSak dosud neni
znama. Pouzdra Escherichia coli obsahuji pfedevSim D-galaktosu, dale D-glukosu,
D-mannosu a L-fukosu. I u mnoha dalSich bakterii by se naslo rozdilné slozeni

kapsularnich polymert [4].

Z téchto informaci jde vidét, ze struktura povrchové vrstvy bakterii, a nejen téch, neni
nikterak jednoducha a je zapottebi jesté velkého usili, Casu a trpélivosti, nez ¢lovék dokaze

rozlustit onu zdhadu stavby tolik vyuZzivanych a potfebnych mikroorganismt.

1.1.2 Bilkoviny

Polysacharidovy charakter pouzdra ma pfevazna vétSina bakterii. Existuji vSak také
bakterie, které maji pouzderny materidl tvoren bilkovinami. Toto strukturni slozeni ma
vSak mensi pocet bakterii, napt. rod Bacillus [2]. Z chemického hlediska jsou bilkoviny
vysokomolekularni latky, slozené z velkého po¢tu monomernich jednotek — aminokyselin
(AMK). Vétsinou se jednd o 20 druhit AMK, zvanych kodované (standardni)
aminokyseliny, nebot’ jejich umisténi v proteinu je ur¢eno genetickym kédem. AMK jsou
substitucni derivaty karboxylovych kyselin obsahujici aminoskupinu —NH,. Spojenim
jednotlivych AMK kondenzaci karboxylové skupiny a aminoskupiny za odstépeni vody

vznika tzv. peptidicka (¢i peptidova) vazba (viz. obr. 2) [7].

(n+2)H,N COOH — » H.N r NH—l COOH
0+ 1)H,0 S [ S

R O

Obr. 2. Znazornéni peptidické vazby mezi aminokyselinami [1]

Na jednom konci je fetézec bilkoviny ukoncen —NH, (amino) skupinou a na druhém
—COOH (karboxy) skupinou. Kromé peptidické vazby se u bilkovin vyskytuje také

kovalentni disulfidicka vazba a v malém procentu zastoupeni i dalsi vazby, napft. esterova.

Polymery AMK jsou peptidy a proteiny (bilkoviny). Hranice mezi polypeptidy a proteiny
neni ostra. Peptidy obsahuji zpravidla méné nez 50 aminokyselinovych zbytki, bilkoviny
vice nez 50, coz odpovida piiblizng relativni molekulové hmotnosti vétsi nez 6.10° Da.

Obecné se peptidy oznacuji dle poctu aminokyselinovych zbytkl jako dipeptidy se dvéma
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AMK-zbytky, tripeptidy se tifemi atd. Jestlize neni v peptidu vazano vice nez 10 AMK-
zbytk, jedna se o oligopeptidy, pfi vyssim poctu jde o polypeptidy.

Vzorce peptidii zapisujeme zkratkami AMK, které je tvoii. Zleva zaindme vzdy AMK,
kterd ma volnou aminokyselinu (N-konec). KratSi oligopeptid mizeme pojmenovat
nazvem slozenym z ndzva jednotlivych AMK. Za¢neme od N-konce, kde zakonceni —in
v nazvu AMK nahrazujeme zakoncenim -yl. Nazev posledni AMK ponechame beze zmény

(napf. alanylaspartylglycin) [7,4].

Kazdy organismus je rozdilny ve svych specifickych bilkovinach, nebot’ kazdy bilkovinny
fetézec ma rizné zastoupeni aminokyselin. Jejich potadi je dano geneticky. Bilkoviny jsou

kli¢ovymi slouc¢eninami vSech zivych organismu véetné bakterii.

1.2 Polymer bakterialni bunécné stény

Pfesto, Ze bunééna sténa neni extraceluldrni polymer, jeji slozeni je natolik specifické,
ze jej zde uvadim. Bakteridlni bunétné stény jsou sloZzeny z nékolika typd sloucenin,
opornym materidlem je vSak vzdy heteropolysacharid peptidoglykan, zvany murein. Jeho
zdkladni jednotkou je disacharid slozeny z N-acetylglukosaminu (viz obr. 3)
a N-acetylmuramové kyseliny (viz. obr. 4). Tato murdmova kyselina je D-glukosamin,
ktera ma na hydroxylu v poloze 3 navazanou kyselinu mlé¢nou. Disacharidové jednotky se
vazou na polysacharid B-(1—4) glykosidickou vazbou (viz. obr. 5) [8]. Polysacharidické
fetézce jsou vzajemné piricné propojeny kratkymi peptidickymi mistky, takze
peptidoglykan mé trojrozmérnou strukturu a poskytuje bakterialnim bunikdm dostate¢nou

oporu.

Obr. 3. N-acetylglukosamin [8] Obr. 4. B-N-acetylmuramova kyselina [8]
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o

----- peptid H3C ! ~----peptid
oH 2 o
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Obr. 5. Glykosidické vazba B-(1—4) mezi N-acetylglukosaminem a kys.

N-acetylmuramovou [8]

1.3 Intracelularni polymery
Intracelularni zasobni polymery jsou latky, které se nachdzi uvnit bunék bakterii a slouzi
jako zadsobarna at’ jiz energie tak i rliznych dualezitych prvka. NejvyznamnéjSimi zéstupci

této skupiny jsou polyhydroxyalkanoaty (PHAs), glykogen a anorganické polyfosfaty.

1.3.1 Polyhydroxyalkanoaty - PHAs

PHAs jsou biologicky rozlozitelné latky produkované bakteriemi. Za urcitych podminek

nékteré bakterie produkuji az 80% PHASs na suchou vahu mikroorganismi [9].
Nejcastéjsim  zastupcem PHAs u bakterii je poly-B-hydroxybutyrat (PHB,
poly-B-hydroxymaselna  kyselina), dale jsou to jiz vmensi mife napf.

poly(3-hydroxypropionat), poly(3-hydroxyvalerat) a nékteré dalsi (viz. obr.6).

|’ o R=-H poly(3-hydroxypropionat)
H H
H i \I | | O——H R =-CHjs poly(3-hydrxybutyrat)
H
R
L 100-3000 R =- CH,CHj3 poly(3-hydroxyvalerat)

Obr. 6. Obecna struktura PHAs + nékteré typy [9]
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Nejhojnéji vyskytujici se PHB se v bunkach bakterii nachazi v dlouhém fetézci. Tato
kyselina je v bunikach piitomna v granulich v krystalické podobé&. Jednotlivé granule maji
primé&r 100-800 nm, jsou obalené jednovrstevnou membranou a sloZzené z 98% PHB a 2%
bilkovin a lipidi. Ke vzniku této slouceniny potiebuje bakterie hlavné dostatecny piisun
sacharidii nebo jinych uhlikatych zdroji. PHB plni v bunice ulohu zasobarny energie

a uhliku [2].

Jistou zajimavosti je, Ze se v dneSni dobé zacinaji PHAs pouzivat jako ndhrada za
syntetické termoplasty, proti kterym maji znacnou vyhodu v jejich uplné biologické
rozlozitelnosti. Navic, protoze si lidsky organismus dokdze sam syntetizovat nckteré
PHAs, jsou tyto slouceniny vhodné i jako materidl pro farmaceuticky primysl [9], jelikoz

nezpusobuji neptiznivé reakce organismu.

1.3.2 Glykogen

Glykogen se v bakteridlnich bunkach nachdzi ve formé polyglykozidovych granuli
v cytoplazmé. Jedna se o rozvétveny polymer podobny amylopektinu. Tyto granule existuji
jak s jednovrstevnou membranou na povrchu tak i bez ni. Neohraniené granule maji
primér 20-100 nm, ohrani¢ené granule maji pramér 160 — 300 nm. Tyto granule se nachazi
prevazné u bakterii rostoucich v prostiedi s dostatkem uhliku, ale s omezenym pfistupem
dusiku. Polyglykozidové granule jsou v buiice pfitomné jako zasobarna energie [2]

a uhliku.

1.3.3 Polyfosfaty

Polyfosfaty jsou anorganické slouceniny, které se nachdzi uvniti nékterych bakterialnich
bunék, jak jiz bylo uvedeno v kapitole 1.3. Nachazi se voln¢ v cytoplazmé ve formé
granuli prevazné kulovitého tvaru o priméru 48 nm aZz 1 pm. Jde o dlouhé fetézce
Na-polymetafosfatu. Granule jsou umisténé v blizkosti bakteridlniho jadra. Tyto
slouceniny vznikaji hlavné pfi nedostatku nékterych zivin, napt. siry. Pfi zméné podminek
se mohou stat zdrojem fosforu. Polyfostaty vznikaji u¢inkem katalyzatoru polyfosfatkinazy

pfi reakci zndzornéné na obrazku 7.
ATP + (HPO3)n — ADP + (HPOg)nH
Obr. 7. Vznik anorganickych polyfosfati ptisobenim ATP [2]

Energetickd hodnota téchto polyfosfati ma vSak druhotny vyznam [2].
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2 ZNAZORNENI POLYMERU

Bunky bakterii jsou slozeny z velkého mnozstvi rliznych organickych a anorganickych
latek vcéetné polymert. Kazdy polymer ma sviij ukol a své specifické slozeni. Jednotlivé
druhy mikroorganismu (bakterii) se 1i§i zastoupenim a strukturou typt polymernich latek
Diky tomu je moZné nckteré druhy identifikovat. Jednim ze zplsobu, jak dokazat
pfitomnost danych polymert, je jejich barveni. Podle toho, jaky polymer chceme

znazornit, se pouziva urcity typ a také postup barveni.

2.1 Barveni extracelularnich polymeri

Existuje mnoho typtu kapsuli. Zalezi na tom, o jaky druh bakterie se jedna. Velkym
problémem je barveni bunék tak, aby je bylo mozné snadno od kapsuli rozlisit, aby kapsule
nebyly zabarveny [10]. Existuji dvé hlavni metody barveni kapsuli. Pozitivni, kde se barvi
piimo kapsule a negativni, kde se barvi okoli bun¢k a kapsule ziistdvaji nezabarvené, nebot

bunky nepfijimaji do své struktury pouzité kontrastni barvivo [10,11].
Negativni barveni

Jednou z moZnosti negativniho barveni je pouZiti koloidniho roztoku Kongo cervené, ktera
ma v kyselé oblasti (pH 3) modrou barvu, nevnikd do builkky mikroorganismu a zabarvi
pouze pozadi. V nékterych ptipadech se misto Kongo ¢erven¢ pouziva tuz nebo nigrosin
[11]. Betina [11] uvadi nékolik dalSich zplisobt negativniho barveni. Vysledny preparat
barveny Kongo cerveni znazorni bakteridlni bunky jako bezbarvé oblasti na modrém
pozadi, zatimco pouzderny materidl je zndzornén svétle modfe. Pfi negativnim barveni
nigrosinem je pozadi Cernosedé, pouzdra bakterii jsou svétle Sedd a bunky jsou bilé,
nezabarvené (viz. obr. 8). V piipad¢ ptitomnosti extracelularnich polymert charakteru

slizli, jsou tyto oblasti znadzornéné jako svétle Sedé Smouhy (viz. obr.9).
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Obr. 9. Znazornéni slizovitého charakteru extracelularniho polymeru negativnim barvenim
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Pozitivni barveni

Pti pozitivnim barveni dochéazi k zabarveni kapsuli jednou barvou a druhou odlisnou
barvou se zabarvi zbytek buiiky. Hausler [10] a Betina [11] uvadéji n€kolik moznych
postupli a typu barveni. Kazdy typ barveni ma sviij zplsob provedeni a také jiné

znazornéni pouzder a bun¢k. Jedno z nejznamé;jSich barveni je barveni dle Hisse:

Jednd se o jednu znejvhodnéjSich metod pozitivniho barveni kapsuli. Mlizeme sami
u urcitétho druhu bakterii 1 experimentovat s podminkami barveni, zejména
s diferencovanim stupné zabarveni pii pouziti CuSOs. U patogennich bakterii je
nejvhodnéjsi péstovat bakterie pfimo v séru. Pokud to neni zriznych divodd mozné,
pripravime v séru alespon bakteridlni suspenzi a zhotovime natér. Preparat usuSime na
vzduchu

a fixujeme plamenem. Potom pfelijeme jednim ze dvou barvicich roztokl — 0,15-0,30%
vodny roztok rosanilinu (bazicky fuchsin); 0,05-0,10% vodny roztok crystalviolet
(gentianviolet) a zahfivame nad plamenem, dokud nevystupuji z preparatu pary. Operace
trva nékolik sekund. Potom opldchneme pfimo 20% CuSOs, osuSime a pozorujeme. Na
spravné obarveném preparatu vidime svétle modré nebo svétle rizové kapsule a tmave

purpurové bunky (viz. obr. 10) [10].
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Obr. 10. Znazornéni pouzdra barvenim dle Hisse

2.2 Barveni intracelularnich polymeru

U intracelularnich polymerti se provadi pouze pozitivni barveni. Z divodi zameéieni

bakalafské prace je zde uvedeno jen barevné zobrazeni anorganickych polyfostati a PHB.

Polyfosfaty

Polyfosfaty jsou rezervni latky mikroorganismt. Barvi se bazickymi modrymi barvivy
fialové - odtud pochazi jejich starS$i ndzev metachromaticka granula. Toto pojmenovani
bylo odvozeno od vlastnosti nékolika mésicti az 1 rok starého roztoku metylenové modii,
tzv. polychromni metylenové modfi. Ta ma pravé k témto polyfosfatovym granulim velkou
afinitu a zabarvuje je fialove. Polyfosfatové granule jsou pfitomny u Cetnych specifickych

vodnich mikroorganisma, pro néz jsou dulezitym taxonomickym znakem [10].

Hausler [10] uvadi ve své knize n€kolik riiznych metod zobrazovani téchto polyfosfati.
Tato barveni maji spoleény znak ve zbarveni granuli - jsou zabarveny bud’ cervené nebo

modre a jsou snadno mikroskopicky detekovatelné.

Jednim z nejznaméjSich barveni polyfosfatd je tzv. Neisserovo barevni, kde aktivni
reagencii je kationickd methylenova modi, ktera selektivné vazana na anionicka mista
polymerniho polyfosfatového fetézce dava typickou barevnou reakci. Uvedeny postup
slouzi k detekci, tzv. poly-P bakterii, pfitomnych v nékterych typech aktivovanych kali,

a rovnéz se pouziva pfi identifikaci vlaknitych mikroorganismu.

Priprava barvicich roztokui:

Barvici roztoky je tieba piipravovat Cerstvé po 3 - 6 méesicich a pted pouzitim zfiltrovat.

Roztokl - A: Methylenova modf — 0,1g; 95% ethanol — 5 ml; ledovéa kyselina octova —

5 ml a destilovana voda — 100 ml

B: Krystalova violet’ (10% roztok v 95% ethanolu) — 3,3 ml; 95% ethanol —

3,7 ml a destilovana voda — 100 ml

Pted pouzitim pfipravujeme vzdy Cerstvy roztok smichanim 2 dilt roztoku A a 1 dilu

roztoku B.

Roztok 2: Bismarckova hnéd’ (1% vodny roztok) — 33,3 ml nebo Chrysoidin Y (1%

vodny roztok) a destilovana voda — 66,7 ml
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Priprava barveného prepardtu:

Na podlozni mikroskopické sklo pfipravime roztér vzorku a nechdme na vzduchu dobie
zaschnout (nefixujeme teplem). Roztér prevrstvime roztokem 1 (30 sekund), oplachneme
vodou, pievrstvime roztokem 2 (1 minuta), dobie oplachneme vodou a nechame zaschnout
na vzduchu. Mikroskopujeme bez kryciho sklicka s ptidavkem imersniho oleje v pfimém

svétle pii zvétSeni 1000x [12].

V dobfe zhotoveném preparatu lze u velkych bakteridlnich bunék pozorovat fialove

zbarvena granula (viz. obr. 11), v ptipadé mensSich bunék jsou obvykle zbarveny celé.
PHB

Pro samotné zobrazeni PHB je uvedeno pouze barveni Sudanskou ¢erni. Toto
barveni umoznuje znazornéni zasobniho polymeru PHB, ktery by jinak nebyl viditelny
sveételnym mikroskopem. Pitomnost i absence téchto granuli je indikatorem pro rozdéleni
a identifikaci bakterii pfitomnych v AK. Nutno dodat, Ze Sudanska cerii vSak neni

specifickd pro PHB, ale barvi vSechny lipofilni slozky v bunkach.

Priprava barvicich roztokii:

Roztok 1: Sudanska ceri (IV) — 0,3g a 60% ethanol — 100 ml
Roztok 2: Safranin O — 0,5g rozpusStény ve 100 ml destilované vody

Priprava barveného prepardtu:

Na podlozni mikroskopické sklo pfipravime roztér vzorku a nechame ne vzduchu dobfie
zaschnout (nefixujeme teplem). Roztér prevrstvime roztokem 1 (10 minut), nechame
zaschnout, oplachneme vodou, pfevrstvime roztokem 2 (10 sekund), dobfe oplachneme
vodou a nechame zaschnout na vzduchu. Mikroskopujeme bez kryciho skli¢ka s ptidavkem
imersniho oleje v pfimém svétle pii zvétseni 400-1000x. Modré az cerné granule PHB

(lipofilni slozka) jsou zndzornény v bezbarvém nebo lehce zabarveném pozadi [12].
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Obr. 11. Znazornéni polyfosfatovych granuli Neisserovyn barvenim (bakterie rodu

Spirillum)

Soubéiné barveni PHB a polyfosfatii

Protoze Sudanska ceri neni specifickd pro barveni PHB a v nékterych bakteridlnich
buiikach mohou byt pfitomny také poly-P granule, byl nalezen novy zplisob zobrazeni

poly-P granuli a PHB vedle sebe. Pouziva se zde methylenova modf na stanoveni poly-P

a vyZaduje pouziti fluorescenéni mikroskopie.

Priprava barvicich roztoku.

Roztok 1: 1% vodny roztok Nilské modii A
Roztok 2: 8% vodny roztok kyseliny octové

Roztok3: Methylenova modi — 0,1g; 95% ethanol — 5 ml; ledové kyselina octova — 5 ml

a destilovana voda — 100 ml

Roztok 4: jo6d — 1g ; jodid draselny — 2g a destilovana voda — 300 ml
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Priprava barveného preparatu:

Na podlozni mikroskopické sklo pfipravime roztér vzorku a zafixujeme teplem. Roztér
prevrstvime roztokem 1 pii 55°C (10 minut) a poté 1 minutu umyvame roztokem 2. Poté
prevrstvime roztokem 3 (1 minuta) a nakonec oplachneme roztokem 4. Nabarveny vzorek
poté piekryjeme krycim sklickem a pozorujeme pod fluorescen¢nim mikroskopem. PHB se
jevi jako svétle fluoreskujici granule. Poly-P granule je mozné vidét ve svétlém poli pri

mikroskopii v pfimém svétle jako ¢erné granule [12].

Tato metoda je vyhodnd pro specifictéjsi stanoveni PHB nez pomoci Sudanské ¢erni. U
této metody mohou byt ob¢ latky (poly-P granule a PHB granule) soucasné zndzornény

v bunkach kalu [12].
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3 AKTIVOVANY KAL - JEHO SLOZENI A VZNIK

Jak jiz bylo naznaceno v Givodu, je tato prace zaméfena na biologické ¢isténi odpadnich
vod (v $ir$im slova smyslu). Jde o procesy, které v dnesni Cistirenské oblasti dominuji diky
své ekonomické nendrocnosti a ptibuznosti pfirozenym samocisticim procestim.
Zakladnim principem jsou procesy probihajici na urovni mikrobidlnich bunék, pficemz
prevladajicimi mikroorganismy jsou bakterie. V téchto procesech se ovSem vyskytuji

mikroorganismy vsech trovni a druha [13,14].

Smésna kultura bakterii se nazyva aktivovany kal (AK). Na rozdil od Cistych kultur, ve
kterych jsou jednotlivé bakterie vétSinou voln€ pohyblivé, se bakterie v AK vyskytuji
prevazné ve formé vlocek. Krom¢ riznych druhti bakterii mohou byt v AK piitomny
v men$im mnozstvi také houby, plisné a kvasinky. V mensi mife jsou také piitomny
vlaknité mikroorganismy, které¢ kdyz z jakychkoliv davodi ptevladnou, zplisobuji znacné
technologické problémy, projevujici se Spatnymi usazovacimi a zahust'ovacimi vlastnostmi
kalu. Z vysSich organismu jsou pravidelnou soucasti AK rGizné protozoa, viinici, hlistice aj.
[13,15]. Prvoci slouzi casto jako indikatorové organismy pro odhad stavu AK. Néazory na
jejich funkci v AK se postupem doby meénily. Nakonec bylo experimentalné prokazano,
ze vyrazné snizuji obsah volné pohyblivych bakterii ve vycisténé vodé a tim pfispivaji

k jejich vy¢iteni. V AK jsou pfitomny proto, Ze v ném nachézeji bohatou potravu [15].

Kvalitativni 1 kvantitativni sloZzeni AK zavisi hlavné na sloZeni substratu, na némz byl dany
kal vypéstovan, a na hodnotach technologickych parametri béhem kultivace (na dobé
zdrzeni, zatizeni a staii kalu). AK se li§i od vétSiny Cistych kultur mikroorganismu takeé
tim, Ze je schopen se odd¢lovat od kapalné faze prostou sedimentaci. Dobra flokulace
a sedimentace vlocek kalu je jednou znejcennéjSich vlastnosti této pfirozené smésné
kultury. Tato technologicky dulezita vlastnost je vyslednici mnoha faktori danych

charakterem cisténé odpadni vody a technologickymi parametry procesu [15].

Tvorba vlo¢ek neni bezpodmineéné nutna pro UCinné odstranéni rozpusSténych latek
z Cisténé odpadni vody. Je vSak naprosto nutnd pro ziskdni ¢irého odtoku vyc€isténé

odpadni vody a dostatecné zahusténého recirkulovaného kalu [15].

Mechanismy bioflokulace (vyvlockovani) a faktory, které ji ovliviuji, se zabyvalo mnoho
autort. Neékteii uvadi, ze bioflokulace je zplsobena snizenim elektrického naboje pod
kritickou hladinu, ¢imz je umoznéno bunkam se spojovat béhem pohybu. V soucasné dobé

je nejpropracovanéjsi teorie spojovani bunék pomoci extracelularnich polymert. Pfitom se
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nevylucuje ani ur¢ity vyznam snizeni povrchového nédboje. Tato teorie predpoklada,
ze bioflokulace je nasledek interakce mezi ptirozené produkovanymi vysokomolekularnimi
polymery a bakteridlnimi buiikami takovym zplsobem, ze polysacharidy (poptipadé
bilkoviny) spojuji a vazou jednotlivé buniky do agregati - vlocek, schopnych se oddélovat
od kapalné faze sedimentaci [15].

cey

Bylo zjisténo, ze bakterie zijici v pfirozeném prosttedi, a tedy i v aktiva¢nich néadrzich,
maji na svém povrchu velké mnozstvi ven vycnivajicich vzijemné propletenych
polysacharidovych nebo glykoproteinovych vlaken vytvarejicich kolem buiky
nebo skupiny bunék obal. Tento obal ma v AK vyznamnou roli pfi tvorbé vlocek i zooglei
a tim 1 pii bioflokulaci, nebot’ bakteridlni bunka se pouta na jinou bunku diky interakci
svych polysacharidovych vldken s polysacharidovymi vldkny druhé buiky [15]. Také
jednou z pfi¢in tvorby vlocek kalu je to, Ze extraceluldrni polymer polysacharidu ma
vysokou afinitu k vod¢, kdy nekteré z termindlnich skupin davaji predpoklad pro vznik

vodikovych miustkt [13].

Jak jiz bylo nékolikrat uvedeno, bakterie v AK produkuji na povrchu svych bunék
extracelularni polymery at’ jiz ve formé kapsuli ¢i slizi. Nezalezi az tak na charakteru
vyprodukovaného polysacharidu, ale hlavné na jeho nezastupitelnych vlastnostech pfti
tvorbé vlocek. Kdyby nedochazelo k tomuto déji (tvorbé vlocek), nedochazelo by ani
k samovolné sedimentaci AK a tedy k bezproblémovému vycisténi odpadni vody. Nastaly
byt tak obrovské technologické problémy, které by urcit¢ mély nemaly ekonomicky dopad
na provoz COV. Piirozena schopnost produkce extracelularnich bakterialnich polymerii je
hojn¢ a s oblibou vyuzivana. I pies to se objevuji snahy o dal§i mozné zpusoby ¢isténi

odpadnich vod, avSak zatim bez vyznamnych uspéchii.
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4 VISKOZNI BYTNENI AKTIVOVANEHO KALU

Extracelularni polymery maji vyznamnou schopnost tvorby vlocek, jak jiz bylo uvedeno.
Na druhé stran¢ dojde-li vSak k nadmérné produkci téchto latek, ma to negativna dopad.
Zvyseny obsah extraceluldrnich polymeri mé za nasledek horsi sedimentacni vlastnosti
AK kultivovaného kontinualng, nebot’ v sobé tyto polysacharidy vdZzou znacné mnozstvi
vody a jsou viskosni. AK tak ziska charakter ,,zelé*, Spatn¢ se zahust'uje a odvodnuje a pfi

provzdusnovani silné péni [16].

VétSinou se usazovaci a zahuStovaci vlastnosti AK posuzuji dle kalového indexu (KI),
tj. objem v ml, ktery zaujima 1g suSiny kalu po ptilhodinové sedimentaci. Dle velikosti KI

1ze kaly rozdélit do ti kategorii:
normalni kal — KI <100 ml/g

lehky kal - KI=100-200 ml/g
zbytnély kal — KI > 200 ml/g

Je tedy ziejmé, ze ¢im vyssi KI, tim je rychlost sedimentace kalu nizsi [15]. V praxi se
hodnoty KI zjistuji zejména v piipadech vlaknitého bytnéni, nicméné ke zvySovani KI

muze dochazet i v ptipadech viskosniho bytnéni.

Pfi¢iny nadmérné tvorby extracelularnich polymeri nejsou dosud jednoznac¢né objasnéné.
Wanner a kolektiv [16] se domnivaji, Ze je tento d¢j zplsoben nedostatkem nékterych
nutrientli, pisobenim nékterych toxickych latek ¢i pfili§ velkym koncentracnim gradientem
v aktivacnim systému. Naproti tomu Seviour a Blackall [12] pfipisuji tuto negativni
vlastnost odpadnim vodam v Cistirnach priamyslovych odpadnich vod s nedostatkem

dusiku ¢i fosforu.

Tento negativni d¢j nebyl doposud do detailu prozkouman a popsan. Neexistuje tedy

mnoho publikaci, které by popisovaly diivody vzniku tohoto déje (vlastnosti).

Timto problémem jsem se proto ¢astecné¢ zabyvala a vysledky uvedla v literatuie [17]. Na
COV ve Frystaku byl objeven vyskyt viskosniho bytnéni AK. Z odebraného vzorku bylo
izolovano 11 kultur rGzného charakteru (G+, G-, ty€inky i koky). Tyto kultury byly
kultivovany na pevnych agarech, a barvicimi metodami byla u 9-ti kultur ovéfena tvorba
extracelularnich polymerti a pouze u dvou kultur byla tato schopnost vyvracena. Také byl
prokazan charakter téchto polymert. Z onéch 9-ti kultur mélo 5 pouzderny charakter

polymeru a 4 slizovity charakter. Bylo také zjiSténo, Ze 2 druhy bakterii potiebuji k tvorbé
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téchto latek ptitomnost sacharidi a zbyvajicich 7 druht produkovaly extracelularni
polymery bez ohledu na piitomnost sacharidi. VSechny kultury, s prokédzanou tvorbou
polysacharidi, byly naokovany do tekutych zivnych médii a byl pozorovan jejich rist. Pti
mikroskopickém pozorovéani bylo zjisténo, ze pouze jedna kultura, identifikovana jako
Agrobacterium radiobacter, byla schopnd tvofit extraceluldrni polymery za téchto

podminek a byla tedy pravdépodobné piivodcem viskosniho bytnéni.

Lze vSak soudit, Ze se na viskosnim bytnéni kalu mohly podilet 1 ostatni kultury, pokud by

pro n¢ jako podklad mohly slouzit vlocky AK.

Jak jiz bylo feceno, viskosni bytnéni neni do dnesni doby zcela prozkoumano,
a protoze je takto zbytnély AK Spatné¢ odd¢litelny od Cisténé vody a obaluje technologicka

zafizeni a méfici pfistroje, je potfeba vénovat mu vétsi pozornost.
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5 MIKROBIALNI ODSTRANOVANI FOSFORU

Ptitomnost fosforu v odpadnich vodach, prevazné méstskych, je negativnim jevem, nebot’
zpusobuje tzv. eutrofizaci vod, tj. nadmérnou tvorbu sinic v nadrzich nebo zelenych rostlin
na hladin€ vodnich tok.

Z odpadnich vod lIze fosfor odstranit fyzikalné-chemickymi metodami nebo metodami
biologickymi.

Fyzikalné-chemické metody jsou zalozeny na tvorbé nerozpustnych fosfore¢nant
vapenatych, hlinitych a Zelezitych [15]. AvSak ur¢itou nevyhodou tohoto zptisobu je
potfeba dodani chemikalii, kterd je spojena se vznikem anorganickych kalt a také
s nutnosti zpracovani téchto kalt.

Pti biologickém C¢isténi neni potieba dodavat do odpadni vody zadné chemikalie.
Biologické odstranovani fosforu je zalozeno na pfitomnosti urcitych typti mikroorganism,
tzv. poly-P bakterii (PP-bakterii) v aktivovaném kalu, které maji schopnost ukladat do
svych bunék polyfosfaty jako zdsobu energie a fosforu. Jde o tzv. akumulaci
(zakoncentrovani) fosforu do kalt.

V praxi muze dochazet pii biologickém odstraiiovani fosforu i k paralelnimu odstranovani
fosfathi srazenim. Odhaduje se, Ze v Cistirnach s biologickym odstranovanim fosforu se
sraZzeni muze podilet na vysledném efektu az jednou tietinou.

Samotny princip metody biologické je dvoustupiiovy. V prvnim stupni je odpadni voda
s obsahem organickych latek a fosforu privadéna do nadrze, kde je smichana s vratnym
aktivovanym kalem a ponechdna cca 1 hodinu v anaerobnich podminkach, tj. bez
ptitomnosti kysliku. Za téchto podminek dochazi cinnosti PP-bakterii k odstranovani
urcitych organickych latek z vody. Tyto slouceniny bakterie ulozi jako rezervni latku do
své vnitini struktury ve formé¢ PHB. Energii potfebnou pro aktivni membranovy transport
do bun¢k bakterie ziskavaji hydrolyzou akumulovanych polyfosfati z pfedchoziho cyklu
¢iSté€ni. Charakteristickym jevem vyuZivanym ke kinetickému sledovani tohoto procesu je
vylucovani orthofosfati do okolni kapaliny [15,12].

Po této prvni fazi musi byt smésna kultura kultivovana po dostate¢nou dobu v aerobnich
podminkach (za ptistupu kysliku) - druha faze. V téchto podminkach slouzi bunkam
nahromadény polymer PHB (vznikly v pfedeslém stupni) jako zdroj organického uhliku
pro syntézu bunééné hmoty PP-bakterii a zaroven jako zdroj energie pro syntézu
polyfosfati. PP bakterie zde vyuzivaji jak fosfaty uvolnéné v anaerobnich podminkach, tak

1 fosfaty zodpadni vody. Naakumulované polyfosfaty jsou pak odstraiiovany
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s prebyteénym aktivovanym kalem. Cast tohoto kalu je také dodavana ve formé vratného
kalu do anaerobni nadrze, kde se jiz nahromadéné polyfosfaty vyuziji jako zdroj energie
pro dalsi syntézu PHB.
PP-bakteriim vSak do urcité miry konkuruji tzv. G bakterie, které v anaerobni Casti
biologického odstraniovani fosforu odebiraji z odpadni vody také nizsi mastné kyseliny,
avSak ne pro syntézu PHB, ale na tvorbu glykogenu. Tyto bakterie pak jiz ale v aerobni
¢asti neodebiraji z odpadni vody fosfor. Negativné tedy ovliviiuji odstraiiovani fosforu
z odpadnich vod tim, Ze snizuji mnoZzstvi pfitomnych mastnych kyselin v odpadni vodé
PP-bakteriim, a ty pak maji mensi mnozstvi onéch organickych latek na tvorbu PHB.
Souhrnné lze tedy fici, Ze v aktivacni nadrzi pro zvySené biologické odstranovani fosforu
musi byt splnény nésledujici podminky:
1. Vsystétmu musi byt vhodné¢ dimenzovéna anaerobni zéna, ve které dochdzi
k tvorbé nizSich mastnych kyselin, depolymeraci polyfosfati na orthofosfaty
a syntéze zasobni PHB v bunkéch PP-bakterii.
2. Za anaerobni zoénou musi nasledovat aerobni zéna, ve které dochazi v bunkach
PP-bakterii k depolymeraci a oxidaci PHB a k tvorb¢ polyfosfati.
3. Fosfor se ze systému musi odvadét s piebytecnym kalem z aerobni zony [15,12].
Z ptedchoziho popisu metody tedy vypliva, ze pii biologickém odstraiiovani fosforu je
nezbytné nutnd ptitomnost intraceluldrnich zasobnich biopolymert — PHB v PP-bakteriich.
Nejen protoze jsou tyto slouceniny zdrojem energie a uhliku, ale také diky svym
specifickym vlastnostem mohou zaujimat pii biologickém odstranovani fosforu dilezitou

a nenahraditelnou roli.
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ZAVER
Tato prace se zabyva ur¢itymi typy bakteridlnich polymert a jejich vyznamem pro Cisténi

odpadnich vod.

Bakterialni buiiky obsahuji velké mnozstvi riznorodych polymeri. Tyto polymery se daji
rozdélit do nékolika skupin podle riznych hledisek. Jedno z nich je déleni polymert
z hlediska jejich umisténi v bunikach, tedy na polymery extracelularni a intracelularni
(polymery na povrchu a uvnitf buiky). Vné&j§i polymery jsou pifevazné sloZzeny
z polysacharidii a méné casto ze sloucenin bilkovinnych. Tyto polymery mohou podle své
struktury zaujimat bud’ pouzderny nebo slizovy charakter. Polymery na povrchu bunék
maji n¢kolik funkci — ochrannou, adhezni a nékdy i zasobni. Polymery uvnitt buiikky maji
vétSinou tvar granuli a jejich hlavnim ukolem je zasoba energie a uhliku. Mezi zastupce
téchto intracelularnich  polymert patii glykogen, kyselina poly-B-hydroxyméselna
a polyfosfaty. Extra i intraceluldrni polymery Ize v bunikdch zndzornit a tim 1 dokdzat fadou

barvicich postupti piipravenych vzorkt bakterii.

Bakterialni bunky se nachdzi v mnoha rGznych oblastech zivotniho prostiedi. Ve velké
mife se vyskytuji v aktivovaném kalu v Cistirnach odpadnich vod, kde slouzi jako velmi
dobii rozklada¢i nezaddoucich organickych latek v biologickych ¢éstech Cdistiren.
Ptitomnost téchto bakterii je velmi dulezitd a hlavné jejich schopnost tvofit vlocky je
klicova pro technologicky prubéh procesu, predevsim pro dobrou oddélitelnost biomasy
(kalu) od cisténé vody. Zminéna schopnost tvofit vlocky je ve vyznamné mife mozna diky
schopnosti nékterych druhtl bakterii tvofit extracelularni polymery. Tyto maji funkci tmelu,

nebot’ slepuji bunky bakterii a dalSich ¢asti odpadnich vod do jiz zminénych vlocek.

Na druhou stranu, v nékterych fazich Ccisténi, muze dochdzet k nadmérné tvorbé
extracelularnich polymeri a tim ke znacnym technologickym obtiZim. Jde o tzv. viskdzni
bytnéni, pfi kterém dochazi ke ,,slizovaténi® aktivovaného kalu. Tento kal pak zpisobuje
znaéné technologické problémy, nebot mize dochdzet ke Spatnému oddélovani
aktivovaného kalu od ¢isténé vody. Bohuzel tento déj nebyl do dnesni doby prozkouman

natolik, aby technologové veédéli, co jej zpusobuje a jak mu predchazet.

Kromé téchto pochodii mtize také dochazet k odstranovani fosforu z odpadnich vod. Tento
zdlouhavy a naro¢ny proces probihd také v biologickych castech Cistiren. Na tomto dé&ji
maji hlavni zasluhu nékteré bakterie a to zvlasté pfitomnost jejich zéasobnich

intraceluldrnich polymert, konkrétné PHB a polyfosfatii. Podstatou tohoto procesu je
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zvysena akumulace fosforu ve formé polyfosfati v buitkach zminénych bakterii. Soucasné
tak tim dochdzi 1 k odstranovani fosforu z ¢isténé vody. PHB ma pfitom funkci zésobni

a umoziiuje tak bakteridlnim buiikam energeticky nadro¢nou akumulaci fosforu.

Je tedy patrné, ze mikroorganismy a ptrevazné bakterie jsou velmi dobrymi pomocniky
v technologii ¢isténi odpadnich vod, k cemuz vyrazné ptispiva jejich schopnost tvorby
nekterych polymerti. Tvorba bakteridlnich polymert je velmi pozitivnim déjem v riznych
procesech, avSak muize dochazet také i1 k nadmérné tvory téchto latek. Je tedy potiebné

neustale se vénovat a studovat chovani bakterialnich bunék.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AK

AMK

KI

PHAs

PHB
PP-bakterie

W

Zp

- aktivovany kal

- aminokyseliny

- ¢istirna(y) odpadnich vod

- gram pozitivni

- gram negativni

- kalovy index

- polyhydroxyalkanoaty

- kyselina poly-B-hydroxymaselna, poly-B-hydroxybutyrat
- poly-P bakterie

- zivotni prostiedi
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Souhrn

cesky:

Tato prace se zabyva bakterialnimi polymery extraceluldrnimi a intracelularnimi,
jejich slozenim a zakladnimi vlastnostmi a dale moZznosti znazornéni obou typl
téchto polymerii. Tato prace také obsahuje vyznam extracelularnich polymerii pro
tvorbu vlocek aktivovaného kalu a vyznam nadmérné tvorby kapsuldrnich polymert
pii viskéznim bytnéni aktivovaného kalu. Je zde také zminka o vyznamu zasobnich
intracelularnich polymerti pro postupy mikrobidlniho odstraiiovani fosforu
z odpadnich vod.

anglicky:

This work deals with extracellular and intracellular bacterial polymers. Their
composition, basic properties and possibilities to stain both types of polymer are
noted. The work also describes the importance of extracellular polymers for flocks
formation in activated sludge and the importance of excessive creation of capsular
polymers during viscose bulking of activated sludge. Also the importance of storage
intracellular polymers for the process of microbial phosphorus removal from waste
water is mentioned here.




