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1. Uvod

Obsahem tohoto dokumentu je certifikovana metodika, ktera je vystupem projektu
Technologické agentury CR ,Stanoveni asimilovatelného organického uhliku metodou
opticke detekce” (TA 02020621).

Certifikovand metodika se zabyva vyznamem asimilovatelného organického uhliku
v systémech vyroby a distribuce pitné vody a je urCena pracovnikim z oboru vodovodu
a kanalizaci, a to jak provoznim technologim (Cast tykajici se vyznamu asimilovatelného
organického uhliku, jeho vyskytu a zmén ve vodarenskych systémech), tak pracovnikiim
laboratoti (metodicka ¢ast).

Soucasti certifikované metodiky je popis nové metody stanoveni asimilovatelného
organického uhliku pomoci optické detekce, kterd je vyuZitelna pro rychlé stanoveni
asimilovatelného organického uhliku v provozech.

Zavedeni certifikované metodiky do praxe umozni vyuZit tento doposud opomijeny ukazatel
ke kontrole kvality vody, coZz povede k dalsi moZnosti identifikace a feSeni problému ve
vodarenské praxi.

2. Prehled problematiky
2.1.  Mikroorganismy, a jejich vyskyt v pitnych vodach

V systémech vyroby a distribuce pitné vody je upravena pitna voda pravidelné kontrolovana.
Hlavnimi mikrobiologickymi ukazateli jsou koliformni bakterie (indikujici technologické
zavady pii uprave), Escherichia coli (indikator fekalniho znecisténi) a kultivovatelné
mikroorganismy pii 22°C a 36°C (indikatory obecného znecisténi, jako je napt. nadbytek
organickych latek apod.). Jako doplilujici ukazatel se stanovuji intestindlni enterokoky
(indikator fekalniho znecisténi) a v nekterych ptipadech (zdroj surové vody povrchova voda,
m¢élké studny apod.) Clostridium perfringens. Z druht bakterii, bézn¢ se vyskytujicich v pitné
vodé, lze jmenovat napi. rody Acinetobacter, Aeromonas, Arthrobacter, Bacillus,
Caulobacter, Cytophaga, Flavobacterium, Pseudomonas a Spirillum (van der Kooij, 1990).
Fluorescen¢ni pseudomonady mohou tvofit 1 az 10 % heterotrofni bakterialni populace. Van
der Kooij (1991) téz zjistil, Ze se aecromonady mohou mnozit v distribu¢nich systémech pitné
vody 1 pfi velmi nizkych koncentracich nizkomolekularnich slouc¢enin uhliku (pod 10 pg/l),
ato predevsim v piipadé nizkych pocti autochtonnich bakterii, které substraty utilizuji
rychleji. Rozvoj aeromonéd je spojen s biofilmy. Pod mikroskopem (fazovy kontrast, kontrast
Nomarski) lze v pitné vod¢ rozliSit i dalsi bakterialni rody, jako napf. Hyphomicrobium,
Gallionella a dalSi. Z dalSich mikroorganismu lze bézné¢ detekovat mikromycety (plisng),
aktinomycety a kvasinky. Dale je v pitné vod¢ vysoky pocet (az statisice v 1 ml) bakterii,
které nevyrostou na zddnych neselektivnich kultiva¢nich médiich, pouzivanych ke stanoveni
kultivovatelnych mikroorganismt (napf. trypton, sOjovy agar), jsou detekovatelné pouze
mikroskopicky a nemaji ani podrobné taxonomické zatazeni.

Pitna voda odchazi z Gpraven vody (UV) hygienicky zabezpetena (desinfikovana napi.
chlorem nebo jeho slouceninami), obsah desinfek¢nich ¢inidel pak postupné v distribuéni siti
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klesa. V ptipadé poklesu pod uréitou mez mize dojit k sekundarnimu rozvoji heterotrofni
mikroflory v distribucnich fadech a ke zhorSeni organoleptickych vlastnosti vody.
Desinfek¢ni Cinidla jsou velmi Gi¢inna na bakterie pfitomné ,,ve vodé®, méné pak na ptisedlou
slozku mikroflory v tzv. biofilmech. Nadmérny bakteridlni riist mize také zvysit korozi
konstrukénich materidli, nebo mize dojit k rozvoji patogennich a potencialné patogennich
bakterii (Legionella spp., Mycobacterium spp.). Podle ,,zjisténé urovnée* nebo ,,potencialu
pitné vody podporovat dalsi rozvoj mikroflory ve vodovodnich radech rozliSujeme vodu
biologicky stabilni a biologicky nestabilni. V pfipad¢, Ze je voda ,,biologicky stabilni, je dalSi
narust mikroflory omezen a je mozné pouzit i mensi mnozstvi desinfekénich latek. Jednim
z nejvyznamnéjSich ukazateli biologické stability vody je asimilovatelny organicky
uhlik (AOC). Tento ukazatel se dostal do popiedi zajmu piedev§im proto, Ze nékteré
technologické postupy (zejména v soucasné dobé€ rozsifovana ozonizace) jej mohou nadmérné
zvySovat. V Ceské republice se AOC dosud b&Zné nestanovuje, na rozdil od dalsich zemi
(napf. Nizozemi, Portugalsko). V Nizozemi se krom¢ hodnoty AOC posuzuje kvalita vody
I pomoci BFR (biofilm formation rate) a BFP (biofilm formation potential) testi, které urcuji
schopnost a rychlost tvorby biofilmt (van der Kooij, 2000).

2.2. Charakteristika a vyznam asimilovatelného organického uhliku

Asimilovatelny organicky uhlik (AOC) je ta ¢ast rozpusténého organického uhliku, ktera je
asimilovatelnd do biomasy mikroorganismii. AOC pfedstavuje pomérné malou c¢ast
rozpusSténe¢ho organického uhliku (0,1 — 9,0 % DOC) a vétSinou se uvadi v jednotkach pg/l.
Na obsahu AOC se podili predevsim malé organické molekuly (Hem a Efraimsen 2001).
Vodu o niz§im obsahu AOC nez je 20 pg/l Ize povazovat za biologicky stabilni. Pfi obsahu
AOC vyssim nez je 50 pg/l byl zjistén (LeChevallier et al., 1991) sekundarni nartist
koliformnich bakterii v distribuénich systémech (dal$i korelace narustu koliformu byla
zaznamenana v souvislosti s desti, teplotou vody nad 15°C a s celkovym organickym uhlikem
TOC >2,4 mg/l). Opctovny rust koliformnich bakterii (tzv. ,,regrowth*) v upravenych vodach
ze 79 riznych UV o riizném obsahu AOC studovali Kaplan et al. (1992). Jako modelovy
organismus pouzili druh Enterobacter cloacae. Nebyla zjiSténa statisticky vyznamna
korelace mezi opétovnym ristem koliformnich bakterii a obsahem AOC (a ani
biodegradabilnim uhlikem - BDOC). Hodnoty AOC a BDOC mezi sebou vyznamné
korelovaly (r=0,594). Podobné vysledky ziskali i Rice et al. (1991) s tim, ze vyS$i nartist
koliformnich bakterii byl zaznamenan ve vodach po ozonizaci. Dalsi studie (LeChevallier et
al. 1996) prokazala, Ze systém vyuZivajici jako hygienické zabezpeceni volny chlor
s hodnotou AOC nad 100 pg/l mél 82 % vzorkt pozitivnich na koliformy a devatenactkrat
vys$si hodnoty koliformnich bakterii, nez systém s AOC pod 99 ng/l. Van der Kooij (1992)
zjistil vyznamnou korelaci mezi obsahem AOC na odtoku z Upraven vody a heterotrofnimi
mikroorganismy v distribuované vodé. Pokud byl obsah AOC v upravené vodé mensi nez
10 pg/l, tak poCty heterotrofnich mikroorganismii vyhovovaly limitu pod 100 KTJ/ml, fekalni
koliformni bakterie nebyly detekovatelné ve 300 ml vzorku a koliformni bakterie byly
zjistény jen ojedinéle (a vice v pfipadech, kdy byla zdrojem podzemni voda).

2.3.  Vyznam asimilovatelného organického uhliku v systémech Upravy vody

Surova voda mlize obsahovat rizné mnozstvi asimilovatelného organického uhliku. Obecné
lze konstatovat, ze v povrchové vodé je vice AOC, nez ve vodé podzemni, a byly
zaznamenany i sezénni rozdily v obsahu AOC béhem roku. Pro upravu vody na vodu pitnou
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se v Ceské republice pouzivaji povrchové a podzemni zdroje vody. Jejich pomér je cca 1:1.
Priméma hodnota AOC v surové vodé pochazejici z vodarenské nadrze Flaje (Ceska
republika, Krusné hory) byla 24,5 pg/l, v upravené vodé byla primérna hodnota 9,43 pg/l
(BaudiSova, Lochovsky 2005). Vyznamnym podilem organickych latek v této lokalité byly
huminové kyseliny 60 - 85 % (Lochovsky et al., 2004, Lochovsky 2005). V surové vod¢
z feky Uhlavy byly zjistény hodnoty AOC od 25 do 120 pg/l (Dolejs et al. 2008). Van der
Kooij (1990) uvadi hodnoty AOC v surové vodé z nadrZi v rozmezi 30-100 pg/l. Hem
a Efraimsen (2001) zjistili o 50 - 100 % vysSi obsah AOC v surové vodé pochazejicich
Z bazin, nez z jezer. Pfi méfeni AOC u vod s vysokym obsahem humint prokazali Miettinen
et al. (1999) dulezitost pfidavani anorganickych nutrientii do testovaciho média na stanoveni
AOC, nebot’ pridavek nutrientd obsah zméfeného AOC zvySuje. Nejvyssi hodnotu AOC
V podzemni vod¢ (zejména s anaerobnimi podminkami) zjistili van der Kooij et al. (1982). Na
druhé strané ve stejnych lokalitich byl relativni obsah AOC (v % oproti DOC) nejvyssi
V jezerni vod¢ a nejmensi v podzemni vode¢.

2.4.  Vliv technologie Upravy vody na hodnoty asimilovatelného organického
uhliku

Ze soucasn¢ pouzivanych vodarenskych technologii mnozstvi AOC vyznamné ovliviiuje
proces ozonizace, kdy vzorky po ozonizaci mivaji vyssi obsah AOC neZ vlastni surova voda.
Zaroven se po 0zonizaci zvySuje procentualni zastoupeni AOC a DOC (van der Kooij et al.
1982). Hodnoty AOC se snizuji koagulaci a rychlou filtraci, ptipadn€ nanofiltraci. Filtry GAU
(granulované aktivované uhli) mohou snizit obsah AOC aZz o 60 % (Liu et al. 2002).
Soonglerdsonghpa et al. (2011) zjistili snizovani AOC pouze na oziveném aktivnim uhli
(pocty bakterii byly Fadove 10%/g mokré hmotnosti). DGGE odhalila, Ze bakterialni
spolecenstvo surové vody je zcela odlisné od bakterialniho spolecenstva na aktivnim uhli, kde
prevladaly zastupci tiid Firmicutes, Alfaproteobacteria a Gammaproteobacteria a déle
cyanobakterie (sinice). Sterilni aktivni uhli obsah AOC nesniZovalo. ZvySeni obsahu AOC po
ozonizaci o 127 % (ze 70 pg/l na 148 pg/l) zjistili Escobar a Randall (2001). Nésledna
nanofiltrace méla na snizeni AOC (malé molekuly) oproti BDOC jen maly vliv. Stejna
skupina autorti (Escobar et al., 2001) se taktéz zabyvala odstranovanim AOC a BDOC
Vv upravené¢ vodé reversni osmézou a nanofiltraci. Nebyly zjiStény vyznamné rozdily
odstraniovani AOC v zavislosti na materialu membran, u¢innost odstranéni byla pii pH 7,5
nad 90 % a pti pH 5,5 nad 75 %. ZvySend tvrdost a iontova sila snizily Gi€¢innost odstranovani
AOC. Negativni vliv pH, tvrdosti vody a iontové sily upravené vody na odstraiiovani AOC
byla potvrzena i v dal$i praci (Escobar et al., 2002). Kim et al. (2010) zjistili, ze pfi
maximalni koncentraci ozénu 4 mg/l vzrostla koncentrace AOC z 50 na 86 ug/l a pak
nasledné klesla, coz autofi pficitaji faktu, Ze ozon pietvofil organickou hmotu na inhibitory
rustu mikroorganismi, nebo doslo k formaci oxidu uhli¢it¢ého z BDOC. Hodnoty AOC 32 ng/l
v upravené vod& uvadgji Hammes et al. (2010), celkové podty bakterii stanovili fadové 10*/ml
(metoda cytometrie). Lehtola et al. (2002) studovali zmény koncentrace AOC béhem provozii
ve vodarndch (Upravnéach vod) s podzemnimi i povrchovymi zdroji surové vody. Chemicka
koagulace koncentraci AOC redukovala, koagulant PAC byl mén¢ toxicky vuéi testovacimu
kmenu P17 neZ Zelezity nebo hlinity koagulant. Ozonizace obsah AOC vyrazné zvysila,
filtrace ptes aktivni uhli odstranila 85 % AOC, uprava (zvyseni) pH a zvySovani tvrdosti vody
zvysily hodnotu koncentraci AOC o0 26 %.



Obsah AOC se muze dale postupné ménit na trase od tpravny vody ke spotiebiteli, vyznamny
vliv na to ma i typ potrubi. Podle van der Kooij (1992) se v distribu¢nim systému hodnota
AOC snizuje se vzdalenosti od Upravny vody. Ramseier et al. (2011) studovali pét riznych
oxidacnich ¢inidel (ozon, oxid chloricity, chlor (jako HOCI), manganistan draselny a Zelezan)
z hlediska ovlivnéni tvorby AOC ve vod¢. Zjistili, Ze 0ozon a Zelezan maji velky vliv na
zvySeni AOC, ostatni oxidacni ¢inidla obsah AOC neovliviiuji, nebo jen velmi limitované.
Pomnozeni koliformnich a heterotrofnich bakterii (pfedevsim Flavobaterium spp.
a Pseudomonas vesicularis) v distribu¢nim systému studovali LeChevallier et al (1987).
Velky narist baktérii nasli po vzdéalenosti kilometr v distribu¢ni siti, heterotrofni bakterie
siln¢ korelovaly s mistem odbéru, pH, teplotou a zbytkovym chlorem. Koliformni bakterie
s zadnou touto veli¢inou vyrazné nekorelovaly. Naopak hodnota AOC v distribu¢nim systému
neustale klesala. Miettinen et al. (1997) zjistili, Ze¢ hodnota AOC v distribu¢nim systému
u tpraven vody vyrabéjici vodu z podzemnich zdroji klesala mirné, zatimco v distribu¢nim
systému u tpraven vody vyrabéjicich vodu z povrchovych zdrojt az o 40 %.

Z experimentéalnich praci se dale stanovenim AOC ve vodach z 5 tpraven vody v Cing
zabyvali Liu et al. (2002). Jenom 4 % vzorkii upravené¢ vody méla mensi obsah AOC nez
100 pg/l a 50 % vzorklh mensi nez 200 ng/l. V ptipadé, Ze byla pouZita jako surova voda voda
podzemni, byly vysledky lepSi, nez u povrchové vody. Polanska et al. (2005) namé&fili
hodnoty AOC na tpravnach vody, kde nebyla provaddéna chlorace, kolem 50 pg/l. AOC
u upravené, hygienicky zabezpecené vody bylo primérné 72 pg/l. Ozonizace a chlorace obsah
AOC zvysovaly. V piipadé ozonizace bylo dosazeno hodnoty AOC az 519 pg/l, pficemz vice
se zvySovala sloZzka stanovena pomoci kmene NOX oproti P17, chlorace zvySila hodnoty
AOC o 60 %. Granulované aktivni uhli koncentraci AOC sniZzovalo. UV zéfeni nemélo na
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zvyseny obsah AOC zpisoben rozvojem fas (Kim et al., 2011).

2.5.  Vysledky vyzkumu asimilovatelného organického uhliku ve vybranych
apravnach vody v Ceské republice

V ramci projektu TA 0202621 jsme stanovovali AOC a dalsi mikrobiologické, fyzikalné -
chemické a chemické ukazatele na vybranych upravnach vody spolec¢nosti VAS, a.s.,
S riznym typem surové vody a s riznymi technologiemi upravy vody (pilotni prizkum byl
proveden na 9 UV, podrobngji bylo studovano 5 UV). Hodnoty AOC v surové vodé se
v prib¢hu roku lisily, nebyly vSak zaznamenany pfimo sezonni trendy. Absolutni hodnoty
AOC v surovych vodach odpovidaji vySe uvedenym literarnim udajim (Dolej$ et al., 2008,
Van der Kooij, 1990 apod.). Nejvyssi hodnoty byly zjistény v upravné vody, kde jsou zdroji
surové vody pramenisté a vrt. Taktéz zmény obsahu AOC béhem technologické Upravy byly
v souladu s vySe uvedenou literaturou. Piskova filtrace i GAU filtry hodnotu AOC sniZovaly
(podobné jako uvadéji Liu et al. 2002, van der Kooij et al. 1982), ozonizace jeho obsah
naopak zvySovala (ve shod¢ s Escobar a Randall 2001, Polanska et al. 2005, van der Kooij
1982 apod.). Na rozdil od vysledkl, ptredloZzenych autory Polanska et al. (2005) doslo
K ur¢itému zvyseni obsahu AOC po aplikaci UV zafeni. Upravena voda méla vzdy nejnizsi
hodnotu AOC, hygienické zabezpeceni (vzdy na bazi chlorace, na kazdé pravné vody jiné)
hodnotu AOC nezvySovalo (referenéni kmen P-17). Hodnoty AOC pod 50 pg/l vykazovaly
vSechny upravené vody. Jednotlivé hodnoty AOC dobfe dokreslovaly aktualni stav na
Upravnach vody (napf. ucpané odbérové kohouty, stav GAU filtri apod.). Nebyla zjisténa
statisticky vyznamna zavislost mezi obsahem AOC a dalSimi ukazateli (heterotrofni
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mikroorganismy, elektrickd konduktivita, pH, TOC). Ur¢ita souvislost se mize jevit mezi
hodnotou AOC a TOC, nebot’ i hodnota TOC se po ozonizaci mize mirné¢ zvySovat.
Statisticky vyznamna korelace mezi témito dvéma ukazateli vSak prokazana nebyla.

Vysledky stanoveni AOC ve tiech ruznych upravnach vody (kultivaéni metodou) jsou
uvedeny v pfiloze 1. Pomér zastoupeni AOC a BDOC v jednotlivych profilech je uveden
v piiloze II.

3. Metody stanoveni asimilovatelného organického uhliku

Stanoveni AOC patii mezi skupinova stanoveni, stanovuje se ¢ast organického uhliku
(vétSinou se jednd o malé molekuly), ktera je asimilovatelnd do biomasy organismu
(mikroorganismi). Vzhledem k jeho velmi nizkym koncentracim (pg/1), nelze asimilovatelny
organicky uhlik stanovit tradi¢nimi chemickymi metodami, k jeho detekci je nutné pouzit
metody mikrobiologické (kultivacni), nebo fyzikalni (optické). Na stanoveni AOC neexistuje
7zadna narodni ani mezinarodni norma, urcité informace jsou uvedeny v Americkych
standardnich metodach (USEPA 2012).

Soucasti této certifikované metodiky je jednak popis a charakteristika kultivaéni metody
stanoveni AOC, ktera byla optimalizovana a validovéna podle publikace van der Kooij (1992)
a predevsim nov¢ navrzend metoda stanoveni AOC pomoci optické detekce za pouziti AOC
turbidimetru. Srovnani obou metod je uvedeno v tabulce 1.

Hlavni vyhody metody optické detekce jsou zkraceni celkové doby analyzy a relativni
bezzasahovost procesu stanoveni, coz umoziuje prabézné sledovani rastu kment a zachyceni
stacionarni faze ristu.

Tab. 1: Srovnani jednotlivych procesnich krokii u obou popsanych metod

Kultiva¢ni metoda Metoda optické detekce
Demineralizace Je nutna Je nutna
vzorkovnic / kyvet
Preduprava vzorku Pasterizace Filtrace, filtry o porozité 0,22
pm,

pied pouzitim proplachnout
vodou s minimalnim obsahem

AOC
Inokulace Na 600 ml je 100 pl inokula, Na 180 ml je 30 ul inokula,
referenénich kmenu a  Kkultivace 5-10 dni, 15°C kultivace 5-10 dni, 15°C,
kultivace 1ze pribézné kontrolovat
narast



Prubézné méreni

Jen se zasahem do vzorku,
vyockovani kment je ¢asove i
materialné naroc¢né

Neni mozné

Je mozné, nedochazi k zasahu
do vzorku

(a tim k moznosti
kontaminace)

Je mozné

Vyuziti vnitiniho
inokula *

Celkova doba analyzy Minimaln¢ 14 dni Maximalné 10 dni,
mozné je ziskat i prabézné

vysledky

*(tj. koncentrované autochtonni mikrofléry

3.1. Stanoveni asimilovatelného organického uhliku kultivaéni metodou

3.1.1. Princip kultivaéni metody

Kultivovatelné bakterie ve vzorku vody jsou zahubeny pasterizaci, poté je vzorek zaockovan
referenénimi kmeny a po kultivaci jsou referenéni kmeny narostlé na asimilovatelném
organickém uhliku ve vzorku vody vyockovany a vykultivovany.

3.1.2. Pristroje a pomiicky

e Demineralizované vzorkovnice z borosilikatového skla se zabrusovymi zatkami
e Vodni lazen se schopnosti udrzovat teplotu (80+5)°C

Inkubator se schopnosti udrzovat teplotu 15°C+2°C (Memmert)

Inkubator se schopnosti udrzovat teplotu 25°C+1°C (Memmert)

Pocitacka kolonii

Petriho misky sklenéné nebo plastové o priiméru 90 mm

Pipety (kalibrované sterilni, schopné odméfovat objemy 0,1 ml a vySe)

Roztiraci tyCinky (hokejky)

3.1.3. Pracovni postup

e Odbér a uchovani vzorkii. Vzorky musi byt odebirdny za dodrZeni platnych pravidel
pro vzorkovani pitnych vod (pfedev§im podle CSN ISO 5667-5) do predem
piipravenych demineralizovanych (a vypalenych minimalné po dobu 4 hodin pfi
250°C) vzorkovnic. Pro kultivaéni metodu se odebira minimaln¢ 600 ml vzorku.
Vzorky musi byt dopraveny do laboratofe za stalého chlazeni a zpracovany co
nejdiive po odbéru, maximalné do 24 hodin.

e Priprava laboratorniho skla a pomucek. Jak je uvedeno v tabulce 1, pfi stanoveni
AOC je tieba vzdy vyloucit, nebo alespoii maximalné¢ omezit, jakykoli piisun AOC
z vnéj$iho prostfedi, ¢ehoz se dosdhne demineralizaci pouzitého skla. Priklady

postupt demineralizace jsou uvedeny v ptiloze III.
8



Priprava referencnich kmenii. Pti stanoveni AOC se pouzivaji referenéni kmeny
Pseudomonas fluorescens (P17 - kmen ATCC 49642), piipadné Spirillum spp. (NOX
— ATCC 49643) ve stacionarni fazi svého rustu. Piiprava referenc¢nich kment je
uvedena v pfiloze IV.

Do piipravené vzorkovnice se odméti 600 ml vzorku (vhodné je stabilné (napf.
zafezem pomoci diamantového noze) oznacit objem 600 ml na vzorkovnici).
Pasterizuje se ve vodni lazni 45 minut pti 80°C, kazdych 10 minut se vzorek
promichava. Po vyndani se necha zchladnout na laboratorni teplotu. Pro vétsi pesnost
stanoveni je vhodné provadét paralelni zpracovani vzorku ve dvou vzorkovnicich.
Inokulace vzorkovnic se provede roztoky kment P17 (0,1 ml) a pfipadné NOX
(0,2 ml).

Inkubace vzorkii probihd 7 — 10 dni pii 15°C.

Vyockovani prislusné Fedéného vzorku. Redéni vzorku se provede podle CSN EN ISO
8199 (jako vhodny fedici roztok Ize doporucit napi. fyziologicky roztok) tak, aby na
plotnach vyrostlo 20-300 cilovych kolonii. 0,5 ml fedéného vzorku se vyockuje na
predsusené¢ misky s Lab-Lemco agarem (piiloha IV) a rozetie se roztiraci ty¢inkou
(,;hokejkou®). Pro ,,bézné* koncentrace AOC v naprosté vétSiné piipadi postacuje
fedéni stonasobné, tisicinasobné a desetitisici nasobné.

Inkubace probiha 5 dni pfi (25 £1)°C.

Odecitani. Na tmavé podlozce a pod zvétSovaci (5-6x) lupou se spocitaji kolonie,
typické pro P 17 (mlé¢né zbarvené kolonie o praméru 3-5 mm, obr. 1) a NOX
(drobné, mlé¢né€ zbarvené kolonie o priméru 1 mm). Vysledky se pfepocitaji na 1 ml
vzorku.

Vypocet vysledkii. Na zékladé zndmého ristového vytézku pro oba dva referencni
kmeny se z jejich po¢tu vypocita obsah AOC (v ug/l) ve vzorku podle vzorce:

AOC = (Nmax *1000) /Y
kdy  Nmax je hodnota narustu referenéniho kmene v jednotkach KTJ/ml (hodnota po

7 nebo 10 dnech inkubace, podle toho, ktera je vyssi)
Y je riistovy vytézek, pro P 17 = 4,1* 10° a pro NOX 1,2* 10’ (KTJ/ug AOC)



Obr. 1: Rust kmenu P17 na L-L agaru

3.1.4. Charakteristiky metody
Byl stanoven rozptyl méteni u jednotlivych kritickych kroka stanoveni, ktery je v tabulce 2

vyjadien jako relativni smérodatna odchylka z opakovanych méteni. Opakovatelnost celého
procesu méieni se pohybuje okolo 40 %.

Tab. 2: Rozptyl mereni u jednotlivych kroku kultivacni metody

Krok stanoveni Opakovatelnost

Demineralizace vzorkovnic -

Odméfovani objemu vzorku 25%
Ockovani inokula 10 %
Mikrobiologické stanoveni referen¢nich kment 25 %

3.2.  Stanoveni asimilovatelného organického uhliku metodou optické detekce

3.2.1. Princip optické detekce

Pii pouziti metody optické detekce je rist mikroorganismi sledovan pfimo ve vzorcich
pomoci méfeni elastického rozptylu svétla v pfimém sméru pod malym thlem 11°- 15°.
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K elastickému rozptylu svétla dochdzi na nehomogenitach v roztoku. Intenzita rozptyleného
svétla zavisi na typu a velikosti rozptylujici ¢astice, na poméru vinové délky svétla a velikosti
rozptylujici Castice a na rozdilu indexu lomu roztoku a ¢astice. Pro nizké koncentrace
rozptylujicich center jsou piispévky od jednotlivych Castic aditivni a intenzita rozptylené¢ho
zateni roste linearné s jejich koncentraci.

Na obrazku 2 je zobrazen vliv velikosti rozptylujici ¢astice na intenzitu rozptylu v riznych
smérech. S rostouci velikosti ¢astice se vyrazné zvySuje intenzita zafeni rozptylené¢ho
v malych uhlech vzhledem ke sméru Sifeni dopadajiciho paprsku. Méfeni intenzity rozptylu
pod malym uthlem umoznuje detekovat s velkou citlivosti koncentraci mikroorganismu ve
vzorku.

Na obrazku 3 je schematicky zobrazeno usporadani optické detekce. Svétlo z optického zdroje
prochdzi vzorkem umisténym v méfici komote. Intenzita zafeni rozptyleného pod malym
uhlem je snimana detektorem F (Forward). Intenzita zafeni proslého vzorkem v ptivodnim
sméru je sniméana detektorem T (Transmision). Naméfené hodnoty transmise T monitoruji
zmény intenzity méficitho paprsku naptiklad v dasledku nestability svételného zdroje,
znecisténi povrchli méficich vzorkovnic nebo v disledku absorpce svétla ve vzorku. Pomér
vystupnich signalt fotodetektort F/T je na téchto jevech nezavisly a odpovida obsahu
a vlastnostem rozptylujicich ¢astic ve vzorku. Konstrukei pfistroje je zajiSténo, ze optické
drahy pro prochazejici i rozptyleny paprsek jsou stejné, takze zmény intenzity sondujiciho
svazku nepfisluSejici rozptylu se projevi stejnou mérou jak v rozptylovém kanalu, tak
v kanalu transmisnim.

—0.001um —0.1um 0.2um 0.3um

Obr. 2. Uhlové rozdéleni intenzity zdreni s nahodnou polarizaci, elasticky rozptylené na
kulové castici s indexem lomu 1,5 o rizné velikosti. Vypocteno programem Mie Calculator
(Prahl 2009).
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Obr. 3. Schéma navrzeného usporadani optické detekce funkcniho vzorku.

Pomér hodnot vystupnich signalti fotodetektorta F/T z rozptylového a transmisniho detektoru
udava tzv. relativni zdkal ZR. Tento relativni zakal se pfepocitdva na vyslednou hodnotu
zakalu pomoci kalibra¢ni kiivky naméfené na roztocich standardni zdkalomérmé suspenze
s definovanou koncentraci. Ve vétSiné norem se jako standardni kalibracni roztok pouziva
formazinova suspenze a vysledky méteni se udavaji v mezinarodnich jednotkach NTU, FTU
nebo ppm. My jsme pouzivali jednotky ppm.

3.2.2.

3.2.3.

Pristroje a pomiicky

AOC turbidimetr (viz Ptiloha V)

Demineralizované vzorkovnice/kyvety o kruhovém prifezu a 0 objemu 200 ml (viz
Ptiloha VI)

Magnetickd michacka

Demineralizované magnetické michadlo

Ttepacka typu Vortex

Inkubator se schopnosti udrzovat teplotu 15°C+2°C (Memmert)

Pipety (kalibrované sterilni, schopné odméfovat objemy 0,03 ml)

Aparatura na membranovou filtraci a membréanové filtry o porozité 0,22 pm

Ptistroj na ptipravu ultracisté vody

Pracovni postup

Odbér a uchovani vzorkii. Vzorky musi byt odebirany za dodrzeni platnych pravidel

pro vzorkovani pitnych vod (pfedevs§im podle CSN ISO 5667-5) do piedem

piipravenych demineralizovanych (a vypalenych minimalné po dobu 4 hodin pfi
12



250°C) vzorkovnic. Odebira se minimalné 400 ml vzorku (&ast prefiltrovaného vzorku
se pouZzije kproplachu pouzivanych pomicek). Vzorky musi byt dopraveny do
laboratofe za stalého chlazeni a zpracovany co nejdiive po odbéru, maximalné do
24 hodin.

Demineralizace laboratorniho skla a pomiicek. Jak je uvedeno v tabulce 1, pfi
stanoveni AOC je tfeba vzdy vyloucit, nebo alespoili maximalné omezit, jakykoli
pfisun AOC z vngjSiho prostiedi, ¢ehoz se dosdhne demineralizaci pouzitého skla,
piipadné proplachnutim veSkerého pouzitého materialu dostatecnym mnozstvim vody
0 minimalnim obsahu uhliku (ultra¢ista voda) a posléze vlastnim vzorkem. Piiklady
postupt demineralizace jsou uvedeny v ptiloze III.

Priprava referencnich kmenu. Pti stanoveni AOC se pouzivaji referen¢ni kmeny
Pseudomonas fluorescens (P17 — kmen ATCC 49642) ve stacionarni fazi svého rustu.
Pfiprava referen¢nich kment je uvedena v ptiloze IV.

Preduprava vzorku. Filtrovat vzorek pifes membranovy filtr (napf. Cyclopore Track
Etched membrénové filtry Whatman o porozit¢ 0,22 pum) aby se odstranily
nerozpusténé latky a vétsi cast ptivodniho inokula (odstranéni ptivodniho inokula bylo
kontrolovano ve fluorescenénim mikroskopu po barveni DAPI). Filtry a filtra¢ni
aparatura se pied pouzitim promyje vét§im mnozstvim (minimalné 1000 ml) ultracisté
vody bez piitomnosti (nebo s minimalnim obsahem) AOC (napt. voda z pfistroje
ELGA, Millipore nebo z podobného priistroje na pfipravu ultracisté vody). Tato
promyvaci voda zaroven slouZi jako kontrolni stanoveni (negativni kontrola). Byly
vyzkouseny ruzné typy filtrd (v€etné sklenénych), které vSak byly shledany jako
nepouZitelné, protoZe se z nich vymyval tmel, ktery rusil méfeni zakalu. Pro jednu
vzorkovnici je tieba piefiltrovat 400 ml vzorku (200 ml na proplachnuti viz vyse,
180 ml na vlastni stanoveni), v pfipad¢ paralelniho stanoveni dvojnasobek.

Priprava vzorkovnice. Vyplachnout demineralizovanou vzorkovnici (kyvetu)
minimaln¢ 200 ml piefiltrovaného vzorku. Pfed méfenim zkontrolovat, jestli nejsou na
povrchu vzorkovnice pfitomny n¢jaké necistoty, a piipadné ji Setrné docistit. K tomuto
ucelu se vyborn¢ hodi vlhéené ubrousky pro Cisténi bryli (napt. W 5 Brillen Putztuch —
Lidl). Zaroven je tieba dbat, aby nedoSlo k poskozeni (poskrabani) vzorkovnice pfii
umist'ovani do optického pfistroje a zejména vyndavani z n¢j. Umistit do vzorkovnice
demineralizované a sterilizované magnetické michadlo. Do vzorkovnice odméfit
180 ml vzorku. Vhodné je stabilné (napft. zafezem pomoci diamantového noze) oznadit
objem 180 ml na vzorkovnici.

Inokulace. Davkovat 30 ul referenéniho kmene Pseudomonas fluorescens (P 17)
narostlého v piedkultivaénim médiu. Tésné pied inokulaci je tteba referencni kulturu
peclivé zhomogenizovat (napf. na tfepacce typu Vortex). Do zabrusové casti
vzorkovnice umistit sterilni alobalovy prouzek, aby béhem kultivace nedochazelo
k podtlaku ve vzorkovnici / kyveté a k obtiznému otvirdni vzorkovnice / kyvety.
Alobalovy prouzek zistava v zabrusové ¢asti vzorkovnice béhem celé kultivace.
Optické mereni. Pred optickym méfenim nechat vzorek minimalné¢ 60 sekund
promichat na magnetické michaéce (rychlost 100-150 rpm), ptipadné 5 minut michat
piimo v komote AOC turbidimetru. Peclivé kontrolovat, ptipadné ocistit vnéjsi povrch
kyvety pfed kazdym optickym méfenim a kontrolovat Cistotu povrchu vzorkovnice
a nepfitomnost bublin v méfeném vzorku (vzorkovnici je nutné uchopit pouze mimo
sttedni ¢ast, kde prochazi paprsek béhem optického méfeni). Zmétit hodnotu zakalu
po inokulaci vzorku (hodnota Zo). Pfed vlastnim méfenim zkontrolovat, jestli vzorek
neobsahuje vzduchové bubliny (viditelné pti prochazejicim paprsku).

13



Kultivace a priitbézné méreni zdkalu. Kultivovat vzorky pii 15°C po nékolik dni,
dokud vzorek nedosahne maximalniho zakalu (hodnota Z ax), zptisobeného nariistem
bakterii. Vzdy pfed méfenim vzorek promichat. Pro vypocet hodnoty AOC se pouzije
rozdil naméfenych hodnot (Z max-Zo), ktery odpovida narustu koncentrace referenéniho
kmene P 17 béhem kultivace.
Vypocet AOC. Pro vypocet AOC slouzi kalibracni prepocet 1 ppm = 303 pg AOC /1.
Vlastni vypocet koncentrace AOC (vysledek v ug /1) se provede podle vzorce:

(Z max-Zo)*303

0,7
0,6
0,5
0,4 -
£
o
o
0,3 . .
=—4—po filtraci
0,2 - == po ozonizaci
po GAU
0,1
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Obr. 4: Postupné zmény zdkalu (ppm) V pritbéhu kultivace vzorkii (UV 1, charakteristika
Vv priloze )

3.2.4. Charakteristiky metody

Pii davkovani kmene do vzorkovnic pro optickou detekci (180 ml vzorku, 30 ul) byla
zjisténa opakovatelnost ddvkovani 12 % (opakované pfidavani referen¢niho kmene do
celého objemu vzorku testované na zaklad¢ jeho vyockovani). Je o néco vice, nez je
tomu u vzorkovnic pouzivanych na kultiva¢ni metodu (600 ml vzorku).
Opakovatelnost méfeni zakalu v jednotlivych vzorkovnicich byla stanovena do 10 %.

3.3.  Hlavni kritické body stanoveni asimilovatelného organického uhliku

V této kapitole jsou shrnuty hlavni kritické body stanoveni AOC obéma metodami, které 1ze
castecné omezit zpracovanim vétSiho mnozstvi paralelnich vzork.

Vnos externiho AOC do vzorku behem manipulace a zpracovani. V piipadé metody
optické detekce neni mozné vSechny pomucky demineralizovat, pouze dukladné
proplachovat vodou bez obsahu uhliku a vzorkem.
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o Stav referencnich kmenu, kultivovatelnost, versus nekultivovatelnost jednotlivych
bakterii. Na zacatku stacionarni faze je 100 % bunék kultivovatelnych, po 2 mésicich
podil klesa, az na 40 %. To ovliviluje samoziejmé i aktualni ristovy vytézek.

e Homogenita bakterialni suspenze. Bakterie mohou tvofit shluky, které lze velmi
obtizn¢ ve sterilnich podminkach Setrné¢ dezintegrovat (aby se builky neznicily),
mohou tak do ur€ité miry shluky ziistavat i pfi pouZiti vortexu.

o Nejistoty pri redeni a vyockovani referencnich kmenii (plati pro kultivacni metodu).

Celkova opakovatelnost (tj. rozptyl paralelnich vzorki) stanoveni AOC optickou metodou je
33 % a kultivacni metodou 40 %, coz téz prispiva k vEtSim nejistotam meéteni (nejistoty
stanoveni pfi koeficientu rozsiteni k=2 by tak mély byt 66 % resp. 80 %).

3.4. Srovnani metod stanoveni asimilovatelného organického uhliku kultivac¢ni
metodou a metodou optické detekce

Je nutno pfipustit, Ze vysledky stanoveni AOC obéma metodami jsou obtizné srovnatelné, a to
zejména proto, Ze jsou zaloZeny na zcela jiném principu stanoveni (kultivace versus opticka
detekce). OdliSné jsou i metody predtpravy vzorkt. U kultivani metody se jednd
0 pasterizaci, u optické metody se jedna o0 membranovou filtraci. Obé ptfedupravy eliminuji
autochtonni mikrofloru ve vzorku, membranova filtrace navic eliminuje nerozpusténé latky,
které rusi stanoveni. Vzorky na kultiva¢ni metodu Ize misto pasterizace filtrovat (ale naopak
vnosu alochtonniho AOC. V kazdém piipadé je v8ak nutné u vysledkt uvadét, jakou metodou
bylo stanoveni AOC provedeno.

(Lze poukézat i na fakt, Ze v pripade mikrobiologickych stanoveni se statisticky mohou
vyznamné odlisSovat i vysledky stanoveni mikroorganismii kultivaci na médiich o stejném
slozeni a odliSném vyrobci (srovnani u stanoveni intestindlnich enterokokii, BaudiSova a kol.
2013)).

Bylo provedeno 53 paralelnich stanoveni AOC optickou metodou a metodou kultivacni.
Koeficient determinace R? = 0,527 povaZujeme za odpovidajici a pro mikrobiologické metody
piijjatelny. O néco vyssi hodnoty AOC byly zjistény po kultivaci (smérnice regresni piimky
y=1,450), coz by vSak nemé&lo byt pro interpretaci vysledki zasadni. Je nutné vzit v Uvahu, Ze
vyznamné a k zamysleni podstatne rozdily ve vysledcich stanoveni AOC jsou na urovni
Fadi. Zasadni jsou hodnoty AOC do 20 ug/l (voda biologicky stabilni) a dale jsou vyznamné
zmény né€kolikanasobného zvyseni resp. zvyseni koncentrace AOC v prubchu technologické
upravy vody (napt. nad 150 pg/l). To jsme zjistili napf. pfi ucpani filtri apod.
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Obr. 5: Paralelni vysledky stanoveni AOC opticky a kultivacné

4. Shrnuti

e Asimilovatelny organicky uhlik (AOC) je vyznamnym ukazatelem biologické stability
vody. V piipadé, ze je hodnota AOC mensi nez 20 ug/l (podle nékterych autord mensi
nez 50 pg/l), Ize vodu povaZovat za biologicky stabilni.

e Hodnoty AOC v surové vodé vykazuji v pribéhu roku vykyvy, nejedna se vSak
vyloZen¢ o sezénni zmény. Zmény v obsahu AOC jsou i v pribéhu upravy vody
(jednotlivych stupnich dpravny). Ozonizace obsah AOC zvysuje, piskova filtrace
a filtrace pies GAU filtry obsah AOC sniZuje. Neprokazali jsme vyznamné zvyseni
AOC po desinfekci.

e Ke stanoveni AOC je mozné pouzit bud’ klasickou kultiva¢ni metodu, nebo metodu
optické detekce, obé jsou v metodice popsany a diskutovany, v&etné kritickych bodu
stanoveni. U vysledkia AOC by se vZdy mélo uvadét, jakou metodou bylo stanoveni
provedeno.

o Ocekavame, ze dalsi verifikace vyznamu AOC (véetné verifikace limitni hodnoty pro
stabilitu pitné vody) v pribéhu upravy vody bude mozna po $ir§im zavedeni tohoto
stanoveni do vodarenské praxe.
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Priloha I: Stanoveni asimilovatelného organického uhliku v riznych apravnach vody

Na nésledujicich obrazcich jsou uvedeny primérné hodnoty AOC (stanovené kultivaéni
metodou) na tfech riznych upravnach vody. Je uvedena primérna hodnoty za 7 odbéra,
provedenych v letech 2013 az 2014. Nebyly zjistény vyznamné sezonni rozdily.
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Priloha II: Hodnoty asimilovatelného organického uhliku (AOC) stanovené kultivaéni
metodou a biodegradabilniho organického uhliku (BDOC) v jednotlivych profilech
Gpravny vody
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2500 -

EBDOC g/l  WAOC (PL7+NOX), ug/l)

2000 -

1500 -

1000 -

500 -

Prvni t7i tipravny vody jsou shodné jako v priloze I (UV 1 az 3), étvrtd vipravna vody je s
mnozZstvim vyrabéné vody vice nez 150 /s, zdroj surové vody Udolni nadrz, desinfekce Cls.
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Piiloha IIl: Pfreduprava (demineralizace) vzorkovnic a dalSich pomicek
1. Preduprava (demineralizace) sklenéného nadobi
Vzorkovnice musi byt zhotoveny z borosilikatového skla.

1.1.Slozeni roztoku pro deminarilizaci

Roztok A:
Slozeni:
NaOH 1000 g
Destilovana voda 2 000 — 3000 ml
KMn0O,300 g

Destilovana voda6 000 ml

Priprava: Chemikalie se postupné rozpusti ve vode, pak se oba roztoky spoji a doplni se do 10
[ destilovanou vodou. Roztok se skladuje ve tmé po dobu 1 roku. Lze ho opakované pouzivat.

Roztok B:

Slozeni:

Na28205 150 g
HCI konc. 150 ml
Destilovana voda 5000 ml

Priprava: Chemikalie (Na;S;0s) se rozpusti v destilované vodé a prida se koncentrovand HCI.
Roztok se skladuje ve tmé po dobu 1 roku. Lze ho opakované pouzivat.

1.2.Pfistroje a pomticky
e Tiepacka s kruhovym pohybem
e Digestor
e Vypalovaci pec nebo suSarna schopna udrzet teplotu minimalné 250°C

1.3.Pracovni postup

e Do vzorkovnic pfipadné do nadob sdal§im sklem (pipety), které je tieba
demineralizovat, se nalije roztok A, a to tak, aby pii tiepani bylo smacené i hrdlo
vzorkovnic nebo celé pipety. Umisti se do tfepacky a tiepe se 15-20 minut. Poté se
roztok odlije a nadobi se n€kolikrat vyplachne docista destilovanou vodou.

e Jako druhy se nalije roztok B (praci je nutné provadét v digestofi) a opét se tiepe 15-
20 minut a pak se opakované oplachne ve vodé s minimalnim obsahem uhliku.

e Sklo se vysusi v susarné

e Vypece se v peci pii 250°C 4 hodiny, mezi hrdlo a zatku se vlozi dratek, nebo
aluminiova paska (napt. z alobalu), aby se sklo nespeklo dohromady.

2. Pteduprava pomitcek z teflonu (michadla, uzavéry vzorkovnic apod.)

Vareni pomicek po dobu 1 hodiny pfi 60 °C v 10 % roztoku persulfatu sodného, poté dikladné
oplachnout ve vodé o minimalnim obsahu organického uhliku a sterilizovat.
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Piiloha IV: Priprava referen¢nich kmeni

1.1. SloZeni médii a roztokt

Mineralni médium

Slozeni:

Roztok A 10 ml
Roztok B 10 ml
Roztok C 10 ml
Destilovana voda 97 Oml

Priprava: Jednotlivé roztoky se spoji dohromady a doplni destilovanou vodou do 1 1. Dale se
rozpIni po 80 ml do infuznich sklenic a sterilizuje se v autokldvu pri 121°C 15 minut. Roztok Ize
uchovavat pri teplote 2-6°C po dobu 1 roku.

Roztok A

Slozeni

KH,PO, 0,279
KzHPO43H20 0,53 g
Na,HPO,.2H,0 0,49
Destilovana voda 1000 ml

Priprava: Chemikdlie se rozpusti v destilované vode. Uchovava se ve tmé a pri pokojové teploté
po dobu 1 roku.

Roztok B

Slozeni

CaCl,.2H,0 500
CoCl,.6H,0 0,005 g
H3803 0,01 g
Destilovana voda 1000 ml

Priprava: Chemikdlie se rozpusti v destilované vode. Uchovava se ve tmé a pri pokojové teploté
po dobu 1 roku.

Roztok C

Slozeni

MgS0O,.7H,0 5009
CaS0,.2H,0 0,008 g
MnSO4.H20 0,3 g
ZnS0,.7H,0 0,01g
FeSO4.7H20 0,3 g
Destilovana voda 1000ml

Priprava: Chemikalie se rozpusti v destilované vode. Uchovava se ve tmé a pri pokojové teploté
po dobu 1 roku.

Predkultivaéni médium

Roztok A 0,8 ml
Roztok B 0,8 ml
Mineralni médium 80 ml

24



Roztok A

Slozeni:
NH,CI 38,2 mg
Destilovana voda 500 ml

Priprava: Chemikalie se rozpusti v destilované vodé. Roztok se rozplni do patiicnych lahvi
a sterilizuje se v autoklavu pri 121°C po dobu 15 minut. Uchovadva se pri 4°C po dobu 1 roku.

Roztok B

Slozeni:

C2H3Na02.3H20 34 mg
Destilovana voda 100 ml

Priprava: Chemikdlie se rozpusti v destilované vodé. Roztok se rozplni do patricnych lahvi
a sterilizuje se v autoklavu pri 121°C po dobu 15 minut. Uchovava se pri 4°C po dobu 1 roku.

Lab-lemco agar

Slozeni:

Pepton 5¢
Masovy extrakt 39
Agar 159
Destilovana voda do 1 000 ml

Priprava: Predepsané ingredience se zahrivanim na vodni ldazni ¢i v proudici pare rozpusti ve vode,
upravi se pH tak, aby po sterilizaci bylo 7,4[ 1 1,2 p#i teploté 25°C. Potom se plni do patiicnych
nadob a sterilizuje se v autokldvu pri teploté 121°C[L] ]3°C po dobu 15min. Po zchladnuti na teplotu
pod 50°C se rozilévad do Petriho misek. Uchovadva se ve tmé a pri teploté 4°C po dobu 10 dnii.

1.2. Piistroje a pomucky

o Inkubator se schopnosti udrZovat teplotu 25°C
Bakteriologicka o¢kovaci klicka

Analytické vahy s presnosti na tii desetinna mista
Petriho misky

Reagenéni lahve 0 objemech 100 a 1000 ml

1.3. Pracovni postup

* Kmen Pseudomonas fluorescens (P17) se pies noc kultivuje na Lab-Lemco agaru pii 25°C.
V 9 ml autoklavované vodovodni vody se udéla zakalena suspenze. Z této suspenze se 0,3 ml
ptevedou do predkultivaéniho média. Pocatecni koncentrace kmene by méla byt cca 2000 KTJ/ml.
Inkubuje se pii 15°C. Podet KTJ se opakované méfi, dokud se nedosahne koncentrace 3-10%/ml
(cca 5 dni).

o Kmen Spirillum spp. (NOX) se pfipravuje stejné aZ na to, Ze poc¢ateéni kultivace na L-L agaru
musi byt minimalné tfidenni.

¢ Kmeny narostlé v piedkultivatnim médiu se uchovavaji Vlednici po dobu maximalné
2 mésict. Cistota kment musi byt kontrolovana kiizovym roztrem, piipadné dal§imi testy
(cytochromoxidazovy test, mikroskopicka Cistota apod.).
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Priloha V: AOC turbidimetr

AOC turbidimetr je mikroprocesorem fizeny, pln¢ automatizovany piistroj. Jako opticky zdroj
je instalovana vysoce vykonna LED dioda svitici v Cervené Casti spektra. Méfici komora
umoziuje mefeni ve vzorkovnicich az do priméru 70 mm. Pod dnem méfici komory je
umisténo magnetické michadlo. Prototyp je kalibrovan na jednotky zdkalu ppm standardni
kalibra¢ni formazinové stupnice. Instalovany detektor umoznuje méfeni zakalu az do hodnoty
1000 ppm. Pii nizkych hodnotach zakalu (koncentracich rozptylujicich ¢astic) je stabilita
detektoru lepsi nez 0,001 ppm.

Optika fokusuje métici paprsek do tzkého svazku. Detektor snimd svétlo ze stfedu méfici
komory tak, aby se minimalizoval vliv vzorkovnic na naméfené hodnoty. Pro méteni AOC
byly navrzeny a vyrobeny véalcové kyvety z optického borosilikatového skla uzaviené krytem
se zabrusem. Kyvety a kryty je mozné demineralizovat, v kyvetach je mozné vzorky ptipadné
1 pasterizovat, kryty chrani vzorek pfed kontaminaci organickym uhlikem z okoli. Tyto
kyvety s kruhovym priifezem by bylo mozné vyuzit i ptimo pro odbér vzorku (v ptipad¢, ze
by se vzorek nefiltroval) a lze v nich i provadét kultivaci kmenti mikroorganismii a vlastni
optické méfeni, tudiz odpada jakékoliv pielévani vzorkl a veSkera procedura probiha v jedné
nadobé. Tak lze provadét i opakované meéteni optické denzity (tj. sledovat zmény nartistu
kmenti prubézné).

Do nové ¢tvercové métici komory, kterd umoziuje méfeni vzorkli ve vzorkovnicich az do
prauméru 70 mm, byly zabudovany porty pro instalaci métici optiky.

Ve funkénim vzorku byly instalovany 2 optické detektory (viz. obr. nize - vpravo).
F — detektor snima intenzitu zafeni rozptyleného pod Uhlem 11°-15°
T — detektor snima intenzitu zafeni proslého vzorkem

Jako standardni ,,Zakal* je minén zakal naméteny F detektorem (znacen Zakal nebo Zakal
12).

AOC turbidimetr miiZze byt vybaven dopliikovym software pro zdznam primarnich dat.

Na obrazku nize jsou zobrazeny hodnoty zédkalu namétfené prototypem na vzorcich s riznou
koncentraci referen¢niho kmene Pseudomonas fluorescens (P 17). Ze smérnice naméfené
zavislosti vychazi citlivost AOC turbidimetru pro bakterie Pseudomonas fluorescens (P 17)
8-10" ppm/1 KTJ P17/ml. Podle literatury (Hammes a Egli 2005 a USEPA 2012) je riistovy
vytézek 1 pg AOC asimilovatelného uhliku pfiblizné 4,1 *10° bun&k. Z t&chto hodnot
vychazi ptedpokladana citlivost detektoru 0,0033 ppm na 1 ug asimilovatelného uhliku na litr
(1 pg AOC/) a detekeni limit detektoru lepsi nez 3 pg AOC/IL.
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Priloha VI: Vzorkovnice (slouzici tézZ jako kyvety) pro optickou detekci

Pro kultivaci vzorku a vlastni méfeni se pouzivaji vzorkovnice kruhového prifezu
z borosilikatového skla se zabrusovym uzavérem. Vyroba je technicky mozna a cenové
dostupna. Na zaklad¢ objednavky byly vyrobeny (sklarny Sklo Dasa, Petr Prokes) vzorky
vzorkovnic riiznych priimérti a série vzorkovnic o priméru 56 mm a objemu 200 ml (viz

obr.).

Vzorkovnice kruhového priirezu z borosilikatového skla se zabrusovym uzdavérem

Urcité technické problémy zptisobila Sitka pouzitého zabrusu, nebot’ vzorkovnice/kyveta se
nemuize v horni ¢asti zuzovat, coz bylo vyfeseno zalozenim sterilniho alobalového prouzku.
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