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Uvod

Asimilovatelny organicky uhlik (AOC) je ta ¢ast rozpusténého organického uhliku, ktera
je asimilovatelna do biomasy mikroorganismi. AOC predstavuje pomérné malou Cast
rozpusténého organického uhliku (0,1 — 9,0 % DOC). Obsah AOC je ve vodé
nejCastéjSim limitujicim faktorem rlistu heterotrofnich mikroorganismd. Jeho zvySena
koncentrace vede ke zhorSovani biologické stability upravené vody, zejména v
souvislosti s moznosti sekundarni tvorby biofilm0, které v rozvodnych systémech
negativné ovliviiuji organoleptické vlastnosti pitné vody a diky rozvoji heterotrofni
mikroflory predstavuji zvySené hygienické riziko. Vodu o obsahu AOC nizsSim, nez je 20
ug/l Ize povazovat za biologicky stabilni.

Asimilovatelny organicky uhlik se doposud stanovoval kultivacni metodou (van der
Kooij, 1982), ktera je zalozena na pomnoZeni referencnich kmenl Spirillum spp. (NOX)
a Pseudomonas fluorescens (P-17) a vlastnim vypoctu na zakladé vytvorené biomasy a
rlstového vytéZku vysSe uvedenych kment. Kultivaéni metoda spociva v eliminaci
bakterii pritomnych ve vzorku pasterizaci, dale se zaockuji referencni kultury, vzorek se
kultivuje 5-10 dni pfi 15°C, a pak se referencni kmeny vyockuji na neselektivni zivné
médium a kultivuji 5-7 dni pfi 25°C. Na zakladé jejich narlstu a rdstového vytézku se
spocita obsah AOC ve vzorku. Vyockovani se provadi opakované az do doby dosazeni
konstantniho poctu kolonii. Prestoze je tato metoda dostatecné citliva a
reprodukovatelna, hlavni nevyhodou je skutecnost, ze je relativné zdlouhava a narocna
na Cas, praci a pouzity material. Zpracovani vzork{ trva minimalné 14 dni, vyockovani
vzork( a pocitani kolonii se provadi obden. Nedostatky pdvodni procedury Ize odstranit
zavedenim novych metod detekce poctu bakterii ve vzorku. V literature jsou popsany
experimenty s moderni pritokovou cytometrii s fluorescencnim barvenim (Hammes et
al., 2005) a detekci pomoci ATP (LeChevallier et al., 1993). Tyto metody detekce poctu
bakterii nahrazuji krok vyockovani vzorku a urychluji celou proceduru o priblizné 5 dni.
Nevyhodou vySe uvedenych metod je zachovani zvlasté pracného a nejistého
vzorkovani v prlbéhu snimani rlstovych charakteristik. Jakakoliv manipulace se
vzorkem je vzdy spojena s nebezpecim kontaminace dodatecnym organickym uhlikem
a znehodnocenim vysledkd. V neposledni fadé jsou nevyhodou i vysoké pofizovaci
naklady pristrojového vybaveni.

Stanovenim asimilovatelného organického uhliku ve ctyfech Upravnach vod se zabyval
prispévek predneseny na Vodarenské biologii 2014 (BaudisSova et al. 2014).
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Princip optické detekce AOC

Pro odstranéni vySe zminénych nedostatk( byla navrzena optimalizace pvodni metody
AOC s vyuzitim optické detekce rlstu mikroorganismd. V nami navrhované metodé je
rlst mikroorganismd sledovan pfimo ve vzorcich pomoci méfeni elastického rozptylu
svétla v pfimém sméru pod malym Uhlem 11°-15°, K elastickému rozptylu svétla
dochazi na nehomogenitach v roztoku. Intenzita rozptyleného svétla zavisi na typu a
velikosti rozptylujici ¢astice. Z teorie rozptylu svétla plyne, Ze s rostouci velikosti ¢astice
se vyrazné zvysuje intenzita zareni rozptyleného v malych Ghlech vzhledem ke sméru
Sireni dopadajiciho paprsku. Méreni intenzity rozptylu pod malym dhlem umoZiuje
detekovat s velkou citlivosti mikroorganismy ve vzorku. Pro nizké koncentrace
rozptylujicich center jsou prispévky od jednotlivych ¢astic aditivni a intenzita
rozptyleného zareni roste linearné s jejich koncentraci.

Zakladni vyhody nami navrhované metody jsou:

« Zkraceni doby méreni, odpada faze vyockovani bakterialnich kmend a jejich
kultivace na Zivnych pldach

« Snizeni pracnosti méreni, Uspora materialu

« Snizeni nebezpeci kontaminace vzorku, méreni je bezkontaktni bez zasahu do
vzorku, odpada nebezpeci kontaminace organickym uhlikem pfi odbéru casti
vzorku pro vyockovani na zivné pldy

« Moznost vyuziti smésného inokula a méreni rlstu i nekultivovatelnych bakterii.
Opticka detekce je citliva i na rdst téchto mikroorganisma.

Vyvoj funkcniho vzorku AOC tubidimetru

V ramci projektu TA02020621 - ,Optimalizace metody stanoveni asimilovatelného
organického uhliku s vyuzitim optické detekce" probihda vyvoj funkcniho vzorku AOC
turbidimetru pro optickou detekci AOC. Na obrazku 1 je fotografie prvni verze tohoto
funkcniho vzorku, instalovaného v laboratofi VUV TGM, v.v.i.

Obr. 1. Prvni verze fun)kéniho vzorku AOC turbidimetru instalovaného
v laboratori VUV T.G. Masaryka, v.v.i.
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AOC turbidimetr je mikroprocesorem fizeny, plné automatizovany pristroj. Jako opticky
zdroj je instalovana vysoce vykonna LED dioda svitici v Cervené Casti spektra. Méfici
komora umoziuje méreni ve vzorkovnicich az do prdméru 70 mm. Pod dnem méfici
komory je umisténo magnetické michadlo. Prototyp je kalibrovan na jednotky zakalu
NTU standardni kalibracni formazinové stupnice. Instalovany detektor umoznuje
méreni zakalu az do hodnoty 1000 NTU. Pfi nizkych hodnotach zakalu (koncentracich
rozptylujicich ¢astic) je stabilita detektoru lepsi nez 0,001 NTU.

Optika fokusuje mérici paprsek do Uzkého svazku. Detektor snima svétlo ze stredu
méfici komory tak, aby se minimalizoval vliv vzorkovnic na namérené hodnoty. Pro
méreni AOC byly navrzeny a vyrobeny valcové kyvety z optického borosilikatového skla
uzaviené krytem se zabrusem (obr. 2). Kyvety a kryty je mozné demineralizovat,
v kyvetach je mozné vzorky pripadné i pasterizovat, kryty chrani vzorek pred
kontaminaci organickym uhlikem. Tyto kyvety s kruhovym prlfezem by Sly vyuzit i
pfimo pro odbér vzorku (v pfipad€, ze by se vzorek nefiltroval) a Ize v nich i provadét
kultivaci kmenl mikroorganisml a vlastni optické méfeni, tudiz odpada jakékoliv
prelévani vzorkd a veskera procedura probiha v jedné nadobé. Tak Ize provadét i
opakované méreni optické denzity (tj. sledovat zmény narlstu kmend pribézné).

Obr. 2. Opticka kyveta (vlevo) ve srovnani s klasickou vzorkovnici,
pouzivanou na kultivacni metodu

Na obrazku 3 jsou zobrazeny hodnoty zakalu namérené prototypem na vzorcich
s rlznou koncentraci referencniho kmene Pseudomonas fluorescens (P-17). Ze
smérnice namérené zavislosti vychazi citlivost AOC turbidimetru pro bakterie
Pseudomonas fluorescens (P17) 4:107 NTU/1 ktj P17/ml. Podle literatury (Hammes,
2006) odpovida pfi standartnim stanoveni AOC 1 pg asimilovatelného uhliku na litr
priblizné nardstu poctl bunék 10* bunék/ml. Z téchto hodnot vychazi predpokladana
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citlivost detektoru 0,004 NTU na 1 pg asimilovatelného uhliku na litr (1 ug C AOC/I) a
detek¢ni limit detektoru lepsi nez 0,3 pg C AOC/I.

0,25

0,20

o
=
6]

|
*

0,10 >

zakal [NTU]

0,05

0,00 \ ‘ ‘ ‘

0 100000 200000 300000 400000 500000
koncentrace P-17 [ktj/ml]

Obr. 3. Hodnoty zakalu namérené AOC turbidimetrem na vzorcich s riznou

koncentraci Pseudomonas fluorescens (P-17)

Optimalizace metody optické detekce stanoveni AOC

Byl studovan vliv jednotlivych parametrd na stanoveni AOC optickou detekci a byly
urceny kritické body metody, tykajici se predevSim manipulace s optickymi kyvetami a
predupravy vzorkd.

Hlavni kritické body metody optické detekce jsou:

Je nutné prefiltrovat vzorek pres filtr s porozitou 0,2 pm (napf. Cyclopore Track
Etched membranové filtry od firmy Whatman), pokud je jeho zakal vysoky
(vyssi nez 0,5 NTU), ale je to vhodné i u vod s nizSim zakalem. Timto se
odstrani i naprosta vétSina bakterii, pritomnych ve vzorku a neni nutna
pasterizace. Pred vlastni filtraci se filtr promyje vétSim mnozstvim (az 1000 ml)
vody s minimalnim obsahem organického uhliku.

Je nutné vyplachnout kyvetu s demineralizovanych magnetickym michadlem i
uzavérem minimalné 200 ml vzorku.

Pfi davkovani referencniho kmene je treba zasobni kulturu peclivé
zhomogenizovat (napf. pomoci vortexu), aby byly minimalizovany shluky bunék,
apod. Pfi davkovani (na 200 ml se davkuje pouze 33 pl) byla zjisténa
opakovatelnost 11,6 %, coz je o néco vice nez u klasickych vzorkovnic (kde se
ockuje 100 pl do 600 ml) — 6 %.

Je treba vlozit sterilni aluminiovy pasek pod uzavér kyvety, aby nedoslo
k podtlaku pfi a prisati uzavéru.

VZzdy je nutné peclivé omyt vnéjsi povrch kyvety pred kazdym optickym
meérenim (vhodné jsou jednorazové vihéené ubrousky uréené na Cisténi optiky —
tj. napriklad i bryli) a kontrolovat Cistotu povrchu kyvety a nepfitomnost bublin
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v méreném vzorku (kyvety je nutné uchopit pouze mimo stredni ¢ast, kde
prochazi paprsek béhem optického méreni).

« Pred optickym méfrenim nechat vzorek minimalné 30 sekund promichat
demineralizovanym magnetickym michadlem pfimo v komore AOC turbidimetru.

« MEéFit hodnotu zakalu po inokulaci vzorku a po kultivaci. Pro vypocet hodnoty
AOC se pouzije rozdil namérenych hodnot, ktery odpovida narlstu koncentrace
bakterialnich kmen( béhem kultivace.

Srovnani vysledkti stanoveni AOC klasickou kultivacni metodou a metodou
optické detekce

Byla provedena série experimentl vedouci ke srovnani vysledkd stanoveni AOC
kultivacni metodou a optickou detekci. Byly pouzity vzorky s rdznym obsahem AOC
(balena voda, surova voda). Experimenty probihaly v novych kyvetach (viz vyse). Po
pridani inokula byl na AOC turbidimetru zméren zakal a vzorky byly ponechany
v termostatu pfi 15°C tyden na kultivaci. Po 5 dnech kultivace ve vzorkovnicich byl
znovu zmeérfen zakal. Rozdil v naméfenych hodnotach zakalu pred a po kultivaci
odpovida narlistu koncentrace Pseudomonas fluorescens P17 ve vzorku. Poté byly
vzorky vyockovany na pldy a po kultivaci pfi 25°C byla vyhodnocena koncentrace
bakterialniho kmene. Na obr. 4 je vynesena zavislost zakalu (rozdil zakalu pred a po
kultivaci) naméreného na funkénim vzorku AOC turbidimetru na koncentraci AOC,
vypocCteného z rlistového vytéZku vykultivovanych bakterii. Z obr. 4 je zfejmé, ze
vysledky optické detekce a klasické kultivacni metody spolu koreluji. Domnivame se, ze
mira korelace pljde jesté zvysit dalSim vylepSenim jednotlivych krokl procedury (viz
kapitola vyse), napf. vylepsenim homogenizace vzork(, méfenim vétsiho poctu vzorkd,
zavedenim paralelnich analyz apod.
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Obr. 4. Srovnani vysledki stanoveni AOC kultivacné a optickou metodou
(rozdil v zakalu pred a po kultivaci)

V letosSnim roce bude provadéno méreni AOC na vybranych Upravnach vody jiz
paralelné obéma metodami.
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Zavér

Dosavadni méreni potvrdila pouzitelnost optické detekce pro stanoveni AOC. Opticka
detekce zkracuje a sniZzuje pracnost méfeni, snizuje nebezpeci kontaminace vzorkd
dodatecnym organickym uhlikem. Tyto vyhody by méli pomoci vétSimu rozsSifeni AOC
metody do praxe.
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