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Anotace

Predmétem této prace bylo studium moznosti podpory biotechnologickych
procest s vyuzitim nanomateridlli a molekularné-genetickych metod. Prvné byly
vyvinuty atestovany nosie snanovlakennou vrstvou jako pasivni metoda
vzorkovani mikrobialni biomasy z podzemni vody na kontaminované lokalité pro
naslednou molekularné-genetickou analyzu. Vybrané nanovldkenné nosice, které
byly vytipovany na zdkladé dlouhodobého testovani a monitoringu mikrofléry
v podzemnich vodach, byly nasledné testovany na dalSich lokalitach. V dalsi casti
prace byla verifikovana aplikovatelnost nanovlakennych nosict pro intenzifikaci
biologickych procesli cisténi skladkovych prisakovych vod. Soucasti téchto
experimentd bylo studium vyvoje nitrifika¢nich bakterii s vyuzitim molekularné-
genetickych metod. Posledni ¢ast této prace se zabyva vyvojem a verifikaci ¢asové
a ekonomicky nenaroc¢né sterilizacni metody vhodné pro nanovlakenné nosice
biomasy, jejiZ ucinnost byla potvrzena pomoci mikrobiologickych a molekularné-
genetickych metod.

Poznatky a vystupy dosaZené v ramci této disertacni prace naleznou uplatnéni
nejen voblastech bioremediace a Cistirenstvi, ale také pri aplikacich
nanovlakennych struktur v Cistych biotechnologiich, kde je vyZadovana jejich

efektivni sterilita.

Klicova slova:

biofilm; FISH; mikrobialni biomasa; molekularné-genetické analyzy; nanovlakenné
nosice; next-generation sequencing; nitrifikace; podzemni voda; real-time qPCR;

skladkova voda; sterilizace; vzorkovani



Annotation

The subject of this work was the study of the possibilities of supporting
biotechnological processes using nanomaterials and molecular-genetic methods.
At first, carriers with a nanofiber layer were developed and tested as a passive
method of sampling microbial biomass from groundwater at a contaminated site for
subsequent molecular-genetic analysis. The nanofiber carriers selected based on
long-term testing and monitoring of microflora in groundwater were subsequently
tested at other locations. In the next part of the work, the applicability of nanofiber
carriers for the intensification of biological processes of landfill leachate treatment
was verified. Part of these experiments was the study of the development of
nitrifying bacteria using molecular genetic methods. The last part of this work deals
with developing and verifying atime- and cost-effective sterilization method
suitable for nanofiber biomass carriers, the effectiveness of which was confirmed
using microbiological and molecular-genetic methods.

The findings and outputs achieved within this dissertation thesis will
contribute not only in the area of bioremediations and waste and landfill leachate
treatments but also in the applications of nanofibers in pure biotechnologies where

their effective sterilization is required.

Keywords:

biofilm; FISH; groundwater; landfill leachate; microbial biomass; molecular-genetic
analysis; nanofiber carriers; next-generation sequencing; nitrification; real-time

qPCR; sampling; sterilization
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16S
30S
A

AC
AOB
bp
BTEX
CIE

CCM

CMOS

DNA
dtex
dsDNA
EDTA

EtOH
EUB

F

FA
FISH

G

HCH
HSV
ISP
CHSK
CHSKcr
kGy
KT]
MALDI-TOF MS

16 Svedberg
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adenin

sttidavy proud (,alternating current")
amoniak-oxidujici bakterie

par bazi (,base pair")

benzen, toluen, ethylbenzen a xylen
chlorované etheny

cytosin

Ceska sbirka mikroorganismi (,,Czech Collection of
Microorganisms")

dopliikkovy polovodi¢ na bazi kovu a oxidu (,complementary
metal-oxide semiconductor®)

prahovy cyklus (,,cycle threshold)

Cistirna odpadnich vod

Simpsontv index diverzity

stejnosmérny proud (,direct current”)
deoxyribonukleova kyselina (,,deoxyribonucleic acid“)
decitex (jednotka linearni hustoty, 1 dtex=0,1 g - km1)
dvouvlaknova DNA (,,double-strand DNA")

kyselina ethylendiamintetraoctova (,ethylenediaminetetraacetic
acid”)

ethanol

eubakterie (celkova bakterialni biomasa)

forward

formaldehyd

fluorescencni in-situ hybridizace

guanin

hexachlorocyklohexan

barevny modul (barva, sytost, jas; , hue saturation value*)
kontrolni ¢astice lon Sphere (,,lon Sphere Particles")
chemicka spotreba kysliku

chemicka spotreba kysliku dichromanem

kilogray

kolonie tvortici jednotka

hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ¢asti
matrice s priletovym analyzatorem (,Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry“)
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MDS vicerozmérné skalovani (,multidimensional scaling”)

Namon. amoniakalni dusik

NGS sekvenacni metody nové generace (,next-generation sequencing”)

NOB dusitan-oxidujici bakterie

NTC kontrola bez templatu (,,no template control“)

NV nanovlakna

ODa20 opticka denzita pri vinové délce 420 nm

ORP oxidacné reduk¢ni potencial

0OTU operacni taxonomicka jednotka (,,operational taxonomic unit*)

ov odpadni voda

PBS fosfatovy pufr (,phosphate buffered saline“)

PCA neselektivni zivna pida pro stanovovani celkového poctu bakterii
(,plate count agar")

PCoA analyza hlavnich koordinat (,,principal coordinate analysis")

PCR polymerazova retézova reakce (,,polymerase chain reaction“)

PE polyethylen

PESh polyesterové hedvabi

PET polyethylentereftalat

PFA paraformaldehyd

pH hodnota pH

PP polypropylen

PU polyuretan

PV pomocna vlakna

px pixel

gPCR kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném case

R reverse

RGB barevny modul (¢ervena zelend modra; ,red green blue“)

RNA ribonukleova kyselina (,,ribonucleic acid“)

rRNA ribozomalni RNA

SDS dodecylsiran sodny

SEM rastrovaci elektronovy mikroskop (,,scanning electron microscope*)

ssDNA jednovlaknova DNA (,single-strand DNA")

SV skladkova voda

T thymin

TKO tuhy komunalni odpad

uv ultrafialové

VoC tékavé organické latky (,volatile organic compounds®)
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1 Uvod

Nanomateriadly ziskaly v poslednim desetileti celosvétovou pozornost diky
svym unikdtnim vlastnostem a jejich potencidlnim aplikacim v rznych oblastech.
Jednou z oblasti, v nichZ nachazeji nanomaterialy aktualné vyznamné uplatnéni, jsou
nejriznéjsi biotechnologie a biotechnologické systémy. Biotechnologie je
multidisciplinarni odvétvi, jehoz komplexnost se stale rozsituje v zavislosti na vyvoji
novych technologii a zisku novych poznatkli nejen v biologickych védach.
Nanomaterialy jsou vyuzivany v riiznych podobach a funkcich v biotechnologickych
procesech, od produktii biosyntézy pres aplikace scilem zvysit ucinnost
biologickych systémii po transport léciv. Pro kontrolu ahodnoceni ucinnosti
biotechnologickych procest, a s tim i spojené aplikovatelnosti nanomateriald, jsou
(mikro)biologické analyzy podstatnym ndastrojem. Mezi nejpokrocilejsi metody
analyzy mikroorganismil patii v souc¢asnosti molekuldrné-genetické metody. Tyto
metody umoziuji kvantifikaci aidentifikaci mikroorganismi na zakladé jejich
genotypu, coZ znamend, Ze neni nutné provadét ¢asové narocné a nékdy obtizné
techniky, jako jsou izolace akultivace mikroorganismi. Kromé toho vétSina
mikroorganismii neni vzhledem kjejich specifickym narokim pro rist
kultivovatelna v danych laboratornich podminkach, tedy ji nelze detekovat
kultivacnimi mikrobiologickymi metodami. Molekularné-genetickymi metodami lze
pozorovat naptiklad nartst ¢i pokles biodiverzity mikrobiadlniho konsorcia pfri
tvorbé biofilmu, pritomnost specifickych mikrobialnich skupin a jejich reakci
na zménu podminek prostiedi nebo stanoveni preferen¢niho riistu urcitého taxonu.
Takovéto informace o vyvoji mikrobialniho konsorcia ve sledovaném prostiedi
umozni ziskat predstavu o funkcich ainterakcich mikroorganismi v daném
prostiredi a mohou poslouzit k lepsSimu porozuméni biotechnologickych procesi.

V ramci této prace je konkrétné reSena aplikovatelnost nanovlakennych
materiadlii v environmentalni biotechnologii hodnocena zejména prostiednictvim
molekularné-genetickych metod. Vzhledem k aktualnimu velmi Sirokému spektru
environmentalnich biotechnologii byly pro ucely této prace zvoleny tfi rizné
biotechnologické oblasti, kde byla nanovldkna ve formeé nosicti biomasy aplikovana.
Tyto oblasti byly voleny tak, aby byla demonstrovana funkce/ptidanad hodnota
aplikace nanomateriali napri¢ rlznymi aplikacnimi podminky. Konkrétné se
jednalo o pasivné-aktivni vyuziti nanovlaken pro efektivni vzorkovani mikrobialni
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biomasy, dale o aktivni vyuziti nanovlaken pfi intenzifikaci a stabilizaci
nitrifika¢niho procesu a pasivni vyuZiti nanovldken pri vyvoji vhodné steriliza¢ni
metody reflektujici specifické charakteristiky nanovlakennych struktur/nosict
biomasy. Propojeni mezi jednotlivymi testovanymi aplikacemi nanovlakennych

nosicli biomasy skrze rtizna védni odvétvi je zobrazeno na Obr. 1.

BIOTECHNOLOGIE

STERILIZACE
MOLEKULARNE-GENETICKE

BIOLOGICKE CISTENI METODY
VZORKOVANI MIKROBIALNI BIOMASY GCATGCCACGACAATCGCTGTCCT
TACAAACTAZ, " CTGCCCGACGCGA
|

TGCACAC

"GCATGCCGCGC

AGTCCC — "CGTCGCCGAA POTVRZENi
CAGGG GCTGCATCA
APLIKACE ATACG 'GITCTGGCG  APLIKOVATELNOSTI
NANOVLAKENNYCH ACTAT TGGTTTACG < -
NOSICO oAt sl NANOVLAKENNYCH

“GTCACE NOSICO
GTTTCC TGATCA

ACTGGCs AAGATG

TGGAACGL. . Te @ TACTCT
CGACCTTCCTCGGCCATGCCAATG
TTCOCGACACCTACTGGTATCTGT

CCGCEGCGCCGETAGE

Obrazek 1: Diagram propojeni védnich odvétvi, v nichZ byla testovana

aplikovatelnost nanovlakennych nosicli v ramci této prace

Cile disertacni prace

Primarnim cilem této prace bylo vyvinout, optimalizovat a ovérit metodiku
hodnoceni aplikovatelnosti nanovldken v riznych odvétvich biotechnologie
prostfednictvim molekuldrné-genetickych analyz. JelikoZ spravné vzorkovani
a manipulace se vzorkem pted jeho analyzou je zcela zasadni pro dosazeni presnych
vysledkli, prvnim cilem této diserta¢ni prace byl vyvoj vhodné architektury
nanovlakennych nosicili, ktera spliiuje pozadavky jak pro vzorkovani mikrobialni
biomasy, tak pro naslednou molekularné-genetickou analyzu. DalSim cilem této
prace bylo pomoci molekularné-genetickych metod ovérit aktivni ulohu
nanovlakennych nosicli biomasy pri biologickém cisténi vod. Konkrétné se jednalo
o prokazani pozitivniho vlivu nanovlakennych nosic¢i na stabilizaci a intenzifikaci
procesu nitrifikace pri Cisténi skladkové vody. Tretim cilem prace bylo vyvinout
efektivni a zaroven Setrnou sterilizacni metodu pro zajisténi mikrobiologické Cistoty

povrchu nanovldkennych nosicii a ovérit jeji icinnost prostrednictvim molekularné-

genetickych metod.

12



2 Teoreticka cast - soucasny stav poznani

2.1 Nanovlakna a jejich aplikace

PrestoZe existence nanomateridll byla zjiSténa prostiednictvim pokrocilych
mikroskopickych technologii, jako byl naptiklad radkovaci tunelovy mikroskop, jiZ
v 80. letech 20. stoleti, vyzkum jejich aplikaci ve vétSim méritku zapocal az
ve 21. stoleti. Nanomaterialy ziskaly celosvétové velkou pozornost témér v kazdém
védnim odvétvi, ato zejména diky svym unikatnim fyzikdlnim a chemickym
vlastnostem, které jsou mnohdy vyrazné odlisSné od makroskopickych materialt.
V souvislosti s vyuzivanim novych materiall je kladen ddraz na jejich toxicitu, ktera
v piipadé nanomateriali neni omezena pouze na chemické slozeni, ale i na jejich
velikost, tvar, modifikaci povrchu, naboj apod. (Bayda et al. 2019; Saleh 2020;
Skiehot a Rupova 2011). Existuji rtizné formy nanomaterialt lisici se na zakladé
materialu (organické, anorganické, kompozitni apod.), velikosti (nanocastice,
nanovlakna apod.), vodivosti atd. Pro tucely této disertacni prace byla polymerni

nanovlakna vybrana jako zastupce z tohoto Sirokého spektra nanomaterialg.

2.1.1 Nanovlakna

Vlakna s priimérem v nanoméritku neboli nanovlakna se vcéetné chemického
sloZzeni mohou lisit na zdkladé jejich poméru povrchu k objemu, pérovitosti,
uspoiadani vlaken, linedrni hustoty, povrchové modifikace apod. Diference mezi
jednotlivymi typy nanovlaken vznika béhem jejich pripravy, at' volbou techniky
pripravy (elektrostatické zvlakinovani, chemicka depozice z plynné faze, taZeni,
tavné foukani ¢i separace fazi) anebo upravou parametra jedné z metod. Na zakladé
planované aplikace nanovlaken je zvolena technika jejich vyroby spolecné s jejimi
parametry pro ziskani vhodné nanostruktury (Havlicek et al. 2020a; Sharma
a Sharma 2013; Xue et al. 2019). Nejrozsitenéjsi zplisob vyroby nanovlaken je
elektrospinning, béhem néhoz plisobenim silného elektrického pole na polymerni
roztok dochazi k prekonani jeho povrchového napéti a tvorbé vlaken. Vlastnosti
nanovlakenné vrstvy vyrobené prostrednictvim elektrospinningu jsou ovlivnény
parametry zvlaknovani (napr. pouzité elektrické pole, vzdalenost mezi elektrodou
a kolektorem,  rychlost  kolektoru), parametry  polymerniho  roztoku

(napt. rozpoustédlo, koncentrace polymeru) a parametry prostredi (napft. vlhkost,
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teplota) (Stojanov a Berlec 2020). Vramci této prace byla pouzita nanovlakna
vyrobena pomoci zvlaknovacich metod vyuZzivajicich stejnosmérny zdroj napéti,
tzv. elektrostatické zvlaknovani (DC elektrospinning), astfidavy zdroj napéti
(AC elektrospinning). Obé techniky zvlaknovani lze pouZit pro primyslovou vyrobu
nanovlaken ajsou detailné popsany v jejich prislusnych patentech (Jirsak et al.
2009; Kocis et al. 2013; Valtera et al. 2019). Produkce nanovlaken v priimyslovém
méritku spolecné s variabilitou parametrd pti jejich pripravé, astim spojenou
Sirokou Skalou moZnych vlastnosti vyrobeného materidlu, zvySuje zajem
o nanovldkenné materidly v raznych primyslovych odvétvich, mezi néz patri
i biotechnologie. V procesech s biologickymi systémy je vhodné prostiedi pro riist
(mikro)organismid, jako je napiiklad povrch nosice biomasy, dilezity faktor pro
zajiSténi vysoké ucinnosti procesu. Nanovldkna maji diky svym vlastnostem

potencial vytvorit optimalni strukturu pro mikrobialni kolonizaci a tvorbu biofilmu.

2.1.2 Nanovlakenné nosice pro vzorkovani biomasy

Spravné vzorkovani a charakterizace mikrobialni komunity jsou klicové pro
pochopeni biotechnologickych a prirodnich procesli ajsou nezbytné pro rizeni
sanacnich procesti, hodnoceni mikrobidlniho slozeni (odpadni) vody a v mnoha
dalSich aplikacich (The Interstate Technology & Regulatory 2011). Vzhledem
k tomu, Ze odbér vzorkil mikrobialni biomasy a mikrobiologicka analyza jsou ¢asové
narocné, jsou sanacni procesy vétSinou sledovany pouze fyzikalné-chemickymi
anebo chemickymi parametry. Tyto parametry vSak neposkytuji nahled
na mikrobidlni komunitu pritomnou na kontaminované lokalité. Kombinace
fyzikalné-chemickych achemickych parametr spolu sefektivni metodou
vzorkovani mikrobialni biomasy s naslednou molekularné-genetickou analyzou
miiZe usnadnit kompletni posouzeni lokality. Diky témto znalostem lze zvolit
sana¢ni metodu vhodnou pro odstranéni kontaminanti ptitomnych na dané
lokalité, napriklad injektaz syrovatky nebo nulamocného nanozeleza, kombinace
raznych cinidel ¢i sana¢nich metod. Obecné plati, Ze postup odbéru vzorki nesmi
ovlivnit podminky ve vzorkovaném prostfedi a musi byt technicky a ekonomicky
proveditelny (The Interstate Technology & Regulatory 2011; Hrdlicka 2007;
Bouchez et al. 2016).
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Vzorky pidy anebo podzemni vody mohou byt odebrany na kontaminované
lokalité k charakterizaci pritomnych mikrobialnich konsorcii. A¢koli vzorky pudy
obvykle poskytuji presnéjsi vysledky, vysoka prostorova heterogenita pidy
komplikuje jeji vzorkovani, coz vede k jeho nizké reprodukovatelnosti (Aleer et al.
2014; Li 2019). Odbér vzorki pldy je také casové narocny a finan¢né nakladny,
proto jsou v praxi €asto odebirdny pouze vzorky podzemnich vod, které jsou
nasledné podrobeny chemickym, mikrobidlnim nebo molekuldrné-genetickym
analyzam (Bruijn 2011). Hlavni nevyhodou kapalnych vzorkG vSak je nizka
koncentrace pritomné biomasy resultujici v nedostate¢né vysoky vytéZek biomasy
potrebny pro molekularné-genetickou analyzu (Dolinova et al. 2016). Nizky vytézek
(nizka koncentrace) biomasy vyzaduje filtraci nebo centrifugaci vzorkil, coz je
Casové narocCné. Zvlasté komplikované je to v piipadé vzorkl obsahujicich vyssi
koncentrace nerozpusténych latek, které filtraci zna¢né zpomaluji. Navic takovato
preduprava miize vést ke kontaminaci vzorku biomasy a prodluzuje dobu mezi
odbérem vzorku a jeho analyzou.

VySe uvedena omezeni lze prekonat odbérem biomasy ve formé biofilmu,
ktery je ptritomen na povrchu vhodnych nosict biomasy. V biologickych reaktorech
byly doposud pouzity rizné nosice biomasy, avSak pro zvySeni u€innosti procesti
¢isténi odpadnich vod nebo bioremediace, nikoliv v§ak pro odbér vzorkii biomasy
(Chaali et al. 2018; Dvorak et al. 2014; Jurecska et al. 2013; Song et al. 2019; Zhang
et al. 2019; Havlicek et al. 2020b). Nosice biomasy by mély mit hydrofobni porézni
povrch s drsnosti v mikro- a nanoméritku, protoZe tyto povrchové charakteristiky
umoziuji rychlé uchyceni mikroorganismt a jejich riist (Cortés et al. 2011). Material
nosiCe biomasy musi byt nerozpustny a netoxicky pro imobilizovanou biomasu
azivotni prostredi, dale musi byt také chemicky a fyzikalné stabilni a cenové
dostupny (Dzionek et al. 2016; Buaisha et al. 2020; Jaroo et al. 2019). Nékteré
materiadly prokazaly slibné vysledky jako nosiCe biomasy v environmentalnich
aplikacich. Napriklad polyuretanova péna byla Siroce pouZivana jako inertni nosny
material ke zvySeni i€innosti odstraiovani kontaminanta p¥i ¢isténf odpadnich vod
a bioremediacnich procesech. Tento materidl ma nizkou sorpcni Kkapacitu
hydrofobnich slouCenin a je finan¢né velmi dostupny (Alessandrello et al. 2017;
Sandip aKalyanraman 2019; Sonwani et al. 2019). Morfologie zminéné

polyuretanové pény anosicd biomasy bézné vyuzivanych v biofilmovych
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reaktorech, jako jsou napiiklad AnoxKaldnes nosiCe, vSak neumoziiuje ziskat
adekvatni mnozZstvi biomasy prichycené k povrchu nosi¢e. Tato skutecnost
negativné ovliviiuje preddpravu vzorku pred izolaci DNA, coZ je stéZejni krok
predchazejici molekularné-genetické analyze. Krok predupravy vzorku lze
preskocit pouzitim jednorazovych nosi¢i vyrobenych zvhodného a flexibilniho
materidlu, jehoZ morfologie umoZnuje jejich umisténi do zkumavky pro extrakci
DNA. Primé vloZzeni vzorku do tzv. lyzacni zkumavky umoziiuje cinidlim
pouzivanym pro izolaci DNA primy kontakt sbiofilmem a naslednou lyzi
adherovanych bunék, ¢imZ se zvySuje vytéZek biomasy. Navic je minimalizovana
moZzna kontaminace vzorku. Potencionalnimi kandidaty spliiujici poZadavky jak pro
molekularné-genetickou analyzu, tak pro vzorkovani mikrobialni biomasy ve formé
biofilmu, jsou textilni nosic¢e a nosice na bazi vlaken. PrestoZe maji textilni nosice,
nosice na bazi vlaken nebo nanovlaken potencial pro vzorkovani mikrofléry, jen
malo studii je pouzilo pro odbér vzorkl biomasy. Tyto nosice se typicky pouzivaji
v riznych biologickych aplikacich, naptiklad pro stabilizaci a intenzifikaci procest
vyroby bioplynu nebo ¢isténi (odpadnich) vod, zejména odstraniovani dusiku (An et
al. 2018; Liu et al. 2017; Havlicek et al. 2020b).

PrestoZe byla prokazana aplikovatelnost vlakennych nosict, 1ze takové nosice
dale zlepSovat, naptiklad pouZzitim nanovladken. Ukazalo se, Ze nanovlakna urychluji
proces kolonizace diky svému velkému specifickému povrchu avzajemnému
propojeni jednotlivych nanovlaken s mnoha volnymi prostory pro uchyceni
mikroorganismu (Svobodova et al. 2019a; Havlicek et al. 2020b). Nanovlakna jsou
proto perspektivnimi materialy pro pripravu nosict. Dalsi vyhodou nanovlakennych
materiald je jejich povrchova drsnost v mikro- a nanoméritku, coz podporuje adhezi
mikroorganisma a urychluje jejich imobilizaci na povrchu nosice. To umoznuje
rychlou kolonizaci povrchu nosice, zejména v rané fazi tvorby biofilmu (Achinas et

al. 2019).

2.1.3 Nanovlakenné nosice v biologickém cisténi vod

Potencidl nanovldken jako nosi¢i biomasy byl dale studovan v odvétvi
zabyvajicim se biologickym ciSténim odpadnich vod, konkrétné pri intenzifikaci
procesl eliminace anorganickych forem dusiku (Havlicek et al. 2021; 2020a).

V rdmci této disertacni prace byla testovana aplikovatelnost nanovlakennych nosici

16



v biologickych systémech cisténi sklddkové vody, konkrétné pro odstranovani
amoniakalniho dusiku.

Ekonomicky rozvoj, populacni riist a bohaty Zivotni styl na celém svété
doprovazi rostouci produkce tuhého komunalntho odpadu (TKO). Siroce
pouZivanou technologii pro likvidaci TKO je skladkovani, které je oproti dalSim
zplsoblim (napriklad spalovani odpadu a vysokoteplotnimu kompostovani)
nakladové a energeticky vyhodnéjsi (Luo et al. 2020). Nedilnou soucasti provozu
kazdé skladky je nakladani sjejich prasakovymi vodami. Vyluh ze skladky je
definovan jako kapalina prosakujici skladkou, ktera vznika z odpadu a deSt'ové vody
prosakujici odpadem. V zabezpecené skladce je téleso skladky zajiSténo proti
prisakiim vyluhti do podzemni vody. SloZeni vyluhu se méni prostorové a casove,
protoze zavisi na nékolika faktorech; sloZeni odpadu (biologickd rozloZitelnost,
rozpustnost, toxicita), stari skladky, fazi rozkladu, klimatickych podminkach
a hydrogeologii skladky (Brennan et al. 2016; Jayawardhana et al. 2016; Miao et al.
2019; Zheng et al. 2019). Nejbéznéjsim pristupem k nakladani s vyluhy je jejich
odvoz na ¢istirnu odpadnich vod (COV), kde jsou ¢i§tény spoleéné s pritékajicimi
odpadnimi vodami, nebo jejich ¢isténi v samostatné COV piimo na skladce (Junga et
al. 2015). Ackoliv je slozeni skladkovych vod zjednotlivych sklddek velmi
riznorodé, existuje Fada spoletnych komponent pritomnych ve vysokych
koncentracich. Jedna se predevsim o organicky uhlik a amoniakalni dusik (Namon.).
Amoniak se ve vodé vyskytuje v nedisociované formé (NHs) a ve formé amonného
iontu (NHa4*), jejichZ pomér je zavisly na hodnoté pH prostiedi. Jednim z efektivnich
a ekonomickych zpisobtli odstraiiovani Namon. ze skladkovych a odpadnich vod je
proces biologické nitrifikace. Nitrifikace probiha ve dvou stupnich:

1) Nitritace:

amoniak monooxygenaza

2NHj +30,

2NO; +4H* +2H,0
2) Nitratace:

nitrit oxidoreduktaza
2NO; 420, ———— 2NO;

Na rozdil od komunalnich odpadnich vod, sklddkové vody navic obsahuji velké
mnozstvi nejriznéjsich obtizné biologicky rozlozitelnych latek, které mohou proces
nitrifikace negativné ovlivnit. Jejich rozlozitelnost je moZné zvysit pouZzitim

pokrocilych oxidac¢nich procesti, napriklad aplikaci ozonu (Wu et al. 2004; Renou et
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al. 2008). Intenzifikace Cistirenskych biologickych procesii lze dosdhnout také
prostiednictvim biofilmovych reaktorii, kde je biomasa imobilizovana ve formé
biofilmu na vhodném nosici. Na rozdil od konvencnich aktiva¢nich systému je
u biofilmovych reaktorii mensi pravdépodobnost Uniku aktivni biomasy ze systému
anitrifikace maze byt provozovana pii mnohem vysSich koncentracich dusiku
(Renou et al. 2008; Jurecska et al. 2013). Podstatnym faktorem pro dosazeni vysoké
vykonnosti biofilmovych reaktori je spravna volba vhodného typu nosice biomasy,
jehoZ materidl, tvar a povrchové vlastnosti podporuji adherenci mikroorganismi
a naslednou tvorbu biofilmu. Optimalni material pro nosice biomasy predstavuji
nanovlakna, ktera diky svym unikatnim vlastnostem umoziuji snadnou kolonizaci

mikroorganismy a tvorbu biofilmu (Nechanicka et al. 2018).

2.1.4 Sterilizace nanovlaken

Navzdory vyse uvedenym aplikacim, u nichz sterilita nanovlaken neni stéZejni
faktor, je absence veSkerych mikroorganismli jednim zhlavnich pozadavkl
na nanomaterialy pro aplikace citlivé na mikrobidlni kontaminaci napiiklad
v potravinarstvi €i zdravotnictvi. Steriliza¢ni procesy lze definovat jako operace,
jejichZ cilem je destrukce, trvald inaktivace nebo fyzické odstranéni vSech
pritomnych mikroorganismd, tedy nejen bakterii, ale i vSech biologickych cinitel.
K tomuto lze vyuzit fadu metod, od nichz je vcetné eliminace mikroorganismi
vyZadovano co moznd nejvétSi zachovani integrity materidlu podstupujiciho
sterilizaci (Armenante a Akiti 2019; Tessarolo a Nollo 2008). Steriliza¢ni proces je
zaloZen na fyzikalnim ¢i chemickém Cciniteli nebo na jejich kombinaci, jejichZ
ucinkem dochazi k poskozeni buné¢né membrany anebo k denaturaci biomolekul
(proteinti, DNA, RNA apod.). Mezi bézné vyuzivané sterilizacni Ccinitele
ve zdravotnictvi Ci potravinarstvi patri suché avlhké teplo, zareni (mikrovinné,
ultrafialové (UV), gama), ultrazvuk, ozonizace, ethylenoxid a peroxid vodiku.
Privolbé vhodné sterilizatni metody polymerniho materialu, ato predevSim
v pripadé nanovlaken, musi byt zohlednény faktory jako jsou chemicka a teplotni
stabilita polymeru, pritomnost toxickych rezidui z pouZzité chemikalie, zména barvy
materialu, dostupnost metody a Casova aekonomicka narocnost sterilizacniho
procesu (Tessarolo a Nollo 2008; Tipnis a Burgess 2018; Chiozzi et al. 2022).

V pripadé polyuretanu, na jehoz bazi byla vyrobena nanovlakna pouzita v této praci,
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musi byt pri vyvoji steriliza¢ni metody zohlednéna naptiklad zmeéna jeho
mechanickych vlastnosti pti teplotach vyssich nez 90 °C (Liu et al. 2019).

Vétsina studii zabyvajicich se sterilizaci nanovlaken byla z oblasti tkafiového
inZenyrstvi, kde byla nanovldkna vystavena vlhkému teplu, UV zareni, plazmeé,
ozonizaci, kyseliné peroctové, ethanolu, ethylenoxidu a jejich kombinacim. PrestoZe
sterilita nanovldken byla potvrzena u vétSiny testovanych metod, byly po jejich
aplikaci pozorovany zdroven negativni zmény v morfologii nanovldken (primér
vlaken, stupen krystalinity, roztaveni vlaken apod.), ve fyzikalnich (pevnost v tahu)
a chemickych (hydrofilita) vlastnostech nanovlaken (Ghobeira et al. 2017; Tort et al.
2020; Rediguieri et al. 2016).

2.2 Molekularné-genetické metody

Podstatnou soucasti hodnoceni jak aplikovatelnosti nanovlakennych nosict
pro vySe zminéné biotechnologické procesy, tak ucinnosti sterilizacni metody je
kvantifikace a identifikace mikroorganismu. Existuje Siroka skala metod zaloZenych
na riznych principech mikrobialni identifikace, kterd se s neustalym vyvojem
rozSifuje — od kultiva¢nich metod v/na univerzalnich Zivnych ¢i specifickych
chromogennich médiich pres mikroskopii a spektrometrii po analyzu nukleovych
kyselin, tj. DNA nebo RNA (Franco-Duarte et al. 2019; Singhal et al. 2015).
Z ekonomického hlediska jsou nejvyhodnéjsi metody kultiva¢ni, u nichZ neni nutné
7zddné nakladné vybaveni, ale jsou cCasové naro¢né aomezené pouze pro
kultivovatelné mikroorganismy (Tortora et al. 2021). Mikroskopie rozlisi
mikroorganismy dle jejich morfologie, pohybu ¢i fluorescence bunék a v kombinaci
s barvivy stanovi naptiklad, zda bakteridlni bunky patii mezi gramnegativni
¢i grampozitivni nebo zda jsou Zivé ¢i mrtvé (Madigan 2012; Mohamad et al. 2014;
Douterelo et al. 2014). Spektrometrické metody v kombinaci s kapalinovou
¢i plynovou chromatografii jsou pouzivany pro identifikaci metabolitli, proteinti
¢i dalSich biomolekul. Tyto metody jsou dobrymi nastroji pro charakterizaci
mikroorganismu, ale pro identifikaci nejsou dostatecné, pouze v kombinaci
s dalSimi analyzami. Jednou z modernich spektrometrickych metod, kterou lze
pouZit pro presnou identifikaci mikroorganismij, je tzv. MALDI-TOF MS, hmotnostni
spektrometrie slaserovou desorpci aionizaci za ucasti matrice s priletovym

analyzatorem. Prostfednictvim MALDI-TOF MS Ize rozlisSit mikroorganismy
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na rodové i druhové urovni, pokud jsou jejich hmotnostni spektra jiz v databazi.
Nevyhody této metody jsou kromé vysoké potizovaci ceny instrumentalniho
vybaveni také vysoké minimalni poZadované mnozstvi bunék (104) pro dostate¢nou
kvalitu spektra nezbytného k identifikaci. Dal$i nevyhodou této metody je omezeni
pro identifikaci smési kultur, maximalné Ize identifikovat 5 kultur ve smési (Singhal
et al. 2015; Topi¢ Popovi¢ et al. 2021).

Pro presnou identifikaci a detekci mikroorganismii v konsorciu lze pouzit
metody zaloZené na analyze DNA a RNA, tzv. molekularné-genetické metody. Tyto
metody jsou limitovany nizkymi vytéZky DNA azejména v pripadé
environmentalnich vzorka také potencialnim vyskytem inhibi¢nich kontaminantt
(Singh et al. 2006). V ramci této prace byly mikrobialni vzorky analyzovany zejména
prostifednictvim real-time kvantitativni polymerazové retézové reakce (qPCR)
a sekvenovani nové generace (NGS), které jsou popisovany v dalSich ¢astech prace.
V pripadé potreby byly nékteré vzorky také analyzovany prostrednictvim

kultivacnich metod a/nebo fluorescencni in-situ hybridizace (FISH).

2.2.1 Izolace DNA

Presnost molekularné-genetickych analyz mikrobidlni biomasy je zavisla
na uc¢innosti extrakce DNA z analyzovaného vzorku ana kvalité izolované DNA,
tj. absenci organickych kontaminanti (proteinti, fenolli apod.) interferujicich
s naslednymi analyzami DNA. Komplexnost environmentalnich vzorkt ma velky vliv
na vytézek a kvalitu izolované DNA aje hlavnim faktorem pii volbé procedury
extrakce DNA. Protokoly izolace DNA se skladaji ze dvou hlavnich kroki, lyze bunék
a purifikace DNA. Rozbiti buné¢né membrany lze provadét chemicky (dodecylsiran
sodny (SDS)), enzymaticky (lysozym, proteinaza K) anebo fyzikalné (tepelny Sok,
ultrazvuk, kulicky). Béhem purifikace dochazi k odstranéni vSech bunécénych
komponent kromé DNA (Casti bunécné stény, proteint, lipid{i, polysacharid(i, RNA)
a dalSich pritomnych necistot (huminovych latek) ze vzorku. K tomu je nutné oddélit
DNA od dal$i komponent, coZ se provadi naptiklad prostfednictvim separace fazi
(fenol-chloroformova extrakce) nebo navazanim DNA na silikatovy substrat.
Vzhledem k toxicité a inhibi¢nim tuc¢inkiim fenolu a chloroformu, jejichZ pouZzitim se
zvysily bezpecnostni poZadavky pro ochranu uZivatele a prodlouzil se protokol

za UCelem jejich odstranéni z extrahované DNA, se v komerc¢nich soupravach pro
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izolaci DNA vyuziva silikatovy substrat misto organickych rozpoustédel. Existuje
Siroké spektrum procedur pro extrakci DNA zenvironmentdlnich vzorkd.
U nékterych nekomerc¢nich metod byl prokazan vyssi vytézek DNA a mensi naklady
v porovnani s komerc¢nimi kity. Tyto metody jsou ale casové narocnéjsi a maji nizsi
kvalitu extrahované DNA zdivodu pouZiti organickych rozpoustédel (fenol,
chloroform) na rozdil od komerc¢nich kit (Dairawan a Shetty 2020; Kuhn et al.
20,17; Lear et al. 2010). Kvalita izolované DNA je dana pritomnosti PCR inhibi¢nich
latek, které interferuji s molekulou DNA ¢i sfunkci DNA polymerazy béhem
PCR reakce. Mezi PCR inhibitory patii extracelularni polymery (zejména proteiny
a polysacharidy), organickd rozpoustédla ahuminové latky. Environmentalni
vzorky mohou obsahovat velké mnozZstvi huminovych latek, jejichZ odstranéni je
dutlezité pro dal$i molekuldrné-genetické analyzy. Huminové latky maji vysokou
molekularni hmotnost a jsou tvoreny heterocyklickymi aromatickymi slou¢eninami,
coz zpusobuje, Ze vétSina purifika¢nich metod nerozlisi mezi témito latkami a DNA.
Z toho divodu je do protokolu izolace DNA piidan krok pro precipitaci huminovych
latek pomoci napriklad polyvinylpyrrolidonu, ktery vytvori komplex s témito
latkami (Kuhn et al. 2017; Selden a Tan 2020; Wnuk et al. 2020; Bakken a Frostegard
2006).

2.2.2 Real-time kvantitativni polymerazova retézova reakce
Polymerazova retézova reakce (PCR) je v podstaté replikace DNA in vitro,
béhem niZ lze rychle amplifikovat specifické segmenty DNA pritomné ve vzorku
na mnozstvi dostate¢né pro naslednou analyzu. PCR je proces skladajici se z cyklicky
opakujicich se krokti amplifikace DNA, které 1ze shrnout nasledovné:
— denaturace templatové DNA na jednotlivé retézce pri ~ 94 °C,
— hybridizace dvou umeéle syntetizovanych oligonukleotidovych primert,
které jsou komplementarni ke konctim cilové sekvence DNA, pti ~ 60 °C,
— navazani DNA polymerazy na dvouretézcovy usek (templatova DNA +
primer) asyntéza nového retézce DNA komplementarniho k retézci
templatové DNA, tzv. elongace primeru, pri ~ 72 °C.
Na konci kazdého cyklu je ve vzorku dvojnasobek kopii cilové DNA
pritomného na zacatku cyklu (Madigan 2012; Tortora et al. 2021). Pridanim

fluorescen¢niho elementu, fluorescen¢ni sondy navazané na primer nebo
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interkalac¢niho fluorescencniho barviva, do PCR lze kvantifikovat produkt kazdého
cyklu. Modifikovand metoda PCR zaméiend na kvantifikaci se nazyva real-time
kvantitativni PCR (qPCR) aprobihd na pristroji, jehoZ soucasti je vcetné
termocykleru zarizeni pro detekci fluorescen¢niho signalu. Pomoci real-time qPCR
lze detekovat i jednu kopii specifického genu ptitomnou ve vzorku. Real-time qPCR
analyza se umonitoringu mikrofléry venvironmentalnich vzorcich pouziva
napriklad pro detekci akvantifikaci specifického mikroorganismu, mikrobialni
skupiny (druhu/rodu/cCeledé/radu) ¢i genu, jehoZ exprese vede k syntéze
sledovaného enzymu. Pro detekci archealni C¢ibakterialni skupiny je béZné
pouZzivana amplifikace genu kédujiciho ribozomalni RNA (rRNA), konkrétné malou
subjednotku (16S) rRNA, obsahujici usek specificky pro cilovou skupinu (Madigan
2012; Scragg 2004). Vramci této prace bylo jako fluorescen¢ni element pouzito
interkalac¢ni fluorescenc¢ni barvivo typu SYBR Green. Funkce tohoto barviva je
zaloZena na jeho interkalaci mezi retézce dvouvlaknové DNA anaslednému
vytvoreni komplexu, ktery po fotoexcitaci emituje mnohem silnéjsi fluorescencni

signal nez nenavazané barvivo (Jalali et al. 2017).

2.2.3 Sekvenovani nové generace

Sekvenovani neboli stanoveni potradi nukleotidi v nukleovych kyselinach
(DNA a RNA) je klicovym nastrojem pro molekularni biologii. Sekvenovani nové
generace (NGS) souhrnné popisuje sekvenacni pristupy, které snizily ¢as a nadklady
a vyrazné zvysily vystup sekvence ve srovnani se Sangerovym sekvenovanim (prvni
generaci sekvenovani). Sangerovo sekvenovani je schopno vytvorit sekvenci pouze
pro jeden templat na reakci, zatimco béhem NGS probihaji miliony jednotlivych
sekvenacnich reakci soucasné v procesu oznacovaném jako masivné paralelni
sekvenovani. NGS lze kategorizovat na zakladé délky cteni: technologie pro kratké
Cteni neboli technologie ,druhé generace” a technologie s dlouhym c¢tenim, neboli
technologie ,treti generace”. V porovnani s novéjsSimi technologiemi treti generace
jsou technologie sekvenovani kratkého c¢teni omezeny délkou sekvenci
pripravou sekvenacni knihovny. Technologie tfeti generace umoziuji mnohem delsi
délky cteni DNA (vice nez 10 000 bp), ale jsou limitovany nizkou presnosti ¢teni,

ktera se postupem casu neustale zlepSuje, zejména s pokroky v analyze softwaru.
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NejrozsirenéjSimi technologiemi druhé generace jsou Illumina alon Torrent,
zatimco sekvenovani dlouhého Cteni jsou reprezentovany zejména technologiemi
Pacific Biosciences a Oxford Nanopore (Hu et al. 2021; Kumar et al. 2019). V ramci
této prace byla pouZita technologie druhé generace, konkrétné Ion Torrent. U této
technologie je proces sekvenace zaloZen na detekci zmény hodnoty pH vyvolanou
uvolnénim vodikového iontu pii inkorporaci nukleotidu pomoci polovodi¢ového
¢ipu.

NejbéznéjSim sekvenacnim pristupem k analyze mikroflory je analyza
amplikonti 1600bp genu 16S rRNA, jenz obsahuje vysoce konzervované tuseky
z evolucniho hlediska, které se stridaji s velmi variabilnimi aseky (V1-V9). ProtoZe
je u technologii druhé generace omezena délka Cteni sekvence, sekvenuje se kratsi
oblast 16S rRNA genu, konkrétné jeden z variabilnich usekd (V1-V9). Z nejbéznéji
pouzivanych variabilnich useki, V3, V4 a V6, vykazoval V4 region 16S rRNA nejvyssi
pokryti vdoméné Bacteria a dobré rozliSeni i na tirovni rodu. Cilovy usek 16S rRNA,
naptriklad V4 region, je amplifikovan prostiednictvim PCR a primert
komplementarnich ke konclim cilové sekvence DNA tvorenymi konzervovanymi
useky (Murray et al. 2015; Bukin et al. 2019; Zhang et al. 2018). V pripadé
technologie Ion Torrent jsou naamplikon, tj. produkt PCR reakce, ndasledné
navazany oligonukleotidové adaptéry specifické pro Ion Torrent platformu (A a P1)
spolecné se specifickym kratkym usekem oligonukleotidli, tzv. barkédem, pro
rozliSeni mezi vzorky. DalSim krokem piipravy sekvenacni knihovny je purifikace
amplikonli neboli odstranéni vsSech oligonukleotidii (ptvodni genomové DNA
(> 100 kbp), sekvenacnich primeri (20-30 bp) ajejich dimert (30-60 bp)) kromé
amplikoni (200-400 bp). Selekci oligonukleotidi podle velikosti lze provést pomoci
pristupd zaloZenych na magnetickych casticich (Beckman Coulter's SPRIselect,
Agencourt AMPure XP) nebo elektroforetickymi metodami (Sage Sciences' Pippin
Prep). Purifikace amplikoni se vsoucasnosti nejbéznéji provadi pomoci
magnetickych ¢astic (Forth a Hoper 2019; Hu et al. 2021). Smés vzorki obsahujicich
precisténé amplikony a zfedénych na stejnou koncentraci se nazyva sekvenacni
knihovna. Dalsi fazi protokolu sekvenace je emulzni PCR. Zakladnim principem
emulzni PCR je fedéni a kompartmentalizace templatovych molekul, tj. amplikond,
v kapickach vody v emulzi voda v oleji. V pripadé technologie lon Torrent jsou

k templatu kromé komponent pro PCR (polymeraza, nukleotidy apod.) pridany
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castice ISP (,lon Sphere Particles*), které jsou pokryté oligonukleotidovymi
sekvencemi komplementarnimi k adaptérim navazanym na amplikony, a biotin.
V ideadlnim pripadé je pti emulzni PCR redéni do stupné, kdy kazda kapka obsahuje
jednu templatovou molekulu a jednu ¢astici ISP a funguje jako mikro-PCR reaktor.
Béhem prvniho cyklu PCR se templat pres jeden z adaptérii navaze na Castici ISP
a na konci emulzni PCR jsou na ISP ¢astici tisice kopii pivodni jednovlakenné DNA
molekuly templatu (Kanagal-Shamanna 2016; Hardenbol et al. 2020).

Po emulzni PCR jsou ISP c¢astice neobsahujici templat odstranény procesem
zvanym enrichment zaloZenym na magnetickych kulickdch. Na povrchu
magnetickych kulicek je streptavidin, na ktery se navaze biotin inkorporovany
v druhém adaptéru amplikonu. Pouze templat-pozitivni ISP ¢astice jsou navazany
na magnetické kuli¢ky. Po enrichmentu jsou v 1-cyklové PCR navazany sekvenalni
primery na jednovlakenné DNA molekuly templatu na ISP casticich. Nakonec je
k ISP Casticim pridana DNA polymeraza a vysledny roztok je napipetovan do cipu.
Videdlnim pripadé je jedna ISP Castice v jedné jamce Cipu (Rothberg et al. 2011;
Mardis 2013). lon Cip s ISP ¢asticemi je poté vloZen do systému pro sekvenaci lon
Torrent. Sekvenovani  probiha  cyklickym  proudénim  jednotlivych
nemodifikovanych nukleotidii A, T, C a G pies templaty DNA v jamkach ¢ipu. Kdyz je
nukleotid vtoku komplementarni k templatové bazi aje zaclenén do
syntetizovaného vldkna DNA, uvolni se vodikovy iont, ktery zplisobi zménu
v hodnoté pH imérnou poctu nukleotidli zaclenénych béhem toku. Posun hodnoty
pH je detekovan polovodi¢ovym (CMOS) pH senzorem na dné kazdé jamky aje
preveden na napétovy signal. Ion Torrent byla prvni sekvenacni technologie, ktera

provadi sekvenovani bez optického snimani (Kohn et al. 2013; Hu et al. 2021).

2.2.4 Fluorescencni in-situ hybridizace

Fluorescencni in-situ hybridizace (FISH) je technika, ktera umoZnuje
soucasnou vizualizaci, identifikaci, kvantifikaci a lokalizaci cilovych mikrobialnich
organismd, jako jsou bakterie, archea, kvasinky a prvoci. U FISH metody neni
na rozdil od vySe zminénych molekularné-genetickych metod nutna extrakce DNA,
tedy nedochazi k poskozeni morfologie cilovych bunék, ajeji hodnoceni probiha
prostfednictvim fluorescentniho mikroskopu. Limit detekce je u metody FISH

103 - 10% bunék, zatimco pomoci real-time qPCR analyzy lze detekovat ijednu
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mikrobidlni buniku. Metodou FISH lze detekovat bakterie az na trovni druhu nebo

bakterialni skupinu na zakladé spolecné metabolické vlastnosti (napf. amoniak-

oxidujici bakterie (AOB)). Princip FISH metody je zaloZzen na hybridizaci

fluorescen¢ni oligonukleotidové sondy na komplementarni cilovy usek nukleové

kyseliny (DNA nebo RNA) v burice. Fluorescen¢ni komponenta sondy je fluorochrom

(Wannher et al. 2019; Prudent a Raoult 2019; Frickmann et al. 2017). Postup

metody FISH pro mikrobialni vzorky zahrnuje nasledujici kroky (Nielsen et al. 2009;
Amann a Fuchs 2008):

odbér vzorkuy,

fixaci mikroorganismii chemicky (paraformaldehyd) pro zachovani
struktury bunék,

imobilizaci vzorku na podloZzni skli¢ko,

dehydrataci bunék pro zvySeni rozliSeni pod mikroskopem,
permeabilizaci bunék enzymaticky (lysozym, proteindza Kapod.) ci
chemicky (detergenty, kyselina chlorovodikova) pro umoznéni pristupu
fluorescenc¢ni sondy do bunék,

hybridizaci fluorescen¢nich sond na jejich cilovy tsek DNA ¢i RNA
za podminek specifickych pro jednotlivé sondy,

promyti vzorku pro odstranéni nenavazanych sond,

vizualizaci cilovych mikroorganismii pod fluorescen¢nim mikroskopem.
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3 Experimentalni ¢ast

Piehled dil¢ich krokid potrebnych pro dosazeni cili disertacni prace je

chronologicky zobrazen pomoci PERT diagramu na Obr. 2. Ten znazoriiuje také

vzajemné propojeni oblasti nanomateriald, biotechnologie a molekuldrné-

genetickych metod, kterého bylo dosaZeno v ramci této prace.

NANOVLAKENNE NOSICE PRO VZORKOVANI MIKROBIALNI BIOMASY

NANOVLAKENNE NOSICE PRO INTENZIFIKACI
BIOLOGICKEHO CISTENI SKLADKOVYCH VOD
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Obrazek 2: PERT diagram kli¢ovych Cinnosti realizovanych v ramci této disertacni

prace
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3.1 Vyvoj a priprava nanovlakennych nosict

V ramci této prace byly vyvinuty, testovany a optimalizovany nosice biomasy
s nanovlakennou vrstvou na bazi polyuretanu (PU). Pro vyrobu nanovlaken byl
zvolen polyuretan, jelikoZ tento material v predchozich experimentech vykazal diky
svym hydrofobnim vlastnostem velmi dobrou kolonizovatelnost, biokompatibilitu
i vysokou mechanickou odolnost (Kriklavova aLederer 2010). Zatimco pro
vzorkovani mikrobidlni biomasy byla pripravena riizna usporadani nosné nité
s nanovlakennou vrstvou, pro intenzifikaci biologického c¢iSténi byly nosné nité
s nanovlakny uchyceny na nerezovou podptlirnou konstrukci. Pfiprava jednotlivych
typl nanovlakennych nosicli, které se liSily nejen usporddanim nosné nité
s nanovladkennou vrstvou, ale i technologii vyroby nanovlaken, je stru¢né popsana
v nasledujicich odstavcich. Primarni zvlaknovaci metoda pouZitd pro vyrobu
nanovlaken na bazi PU vramci této prace byla technologie stejnosmérného
zvlaknovani (DC elektrospinning; Jirsak et al. 2009), zatimco sekundarni byla
technologie stridavého elektrického zvlaknovani (AC elektrospinning; Valtera et al.
2019).

V pripadé technologie DC elektrospinning byly nanovlakenné nosice
pripraveny zPU nanovldken (Larithane 1083; Novotex, Italy) anosné nité
z polyesterového hedvabi (PES, SLOTERA, 167f 25x1x1; 501 dtex!). Nanovlakna
byla vyrobena prostrednictvim bezjehlového elektrospinningu z povrchu kapaliny
a vysokonapétového zdroje (65kV) (Jirsak et al. 2009). Linedrni hustota
nanovlakennych vrstev byla upravena zménou produkéni rychlosti (tj. rychlosti
kolektoru), coz vedlo k linearnim hustotam 3 dtex a 10 dtex. Nosna nit slouzici jako
kolektor byla pokryta PU nanovlakny primo béhem procesu elektrostatického
zvlaknovani. Vrstva nanovlaken na nosném vlaknu byla nasledné chranéna dvéma
zkriZenymi monofilnimi vlakny z polyamidu 6 (jemnost 11 dtex) v tangencialnim
sméru pro zvySeni mechanické stability vrstvy PU nanovlaken.

V pripadé sekundarni zvldknovaci technologie byly nanovldkenné nosice
vyrobeny znanovldken na bazi PU (Larithane 1083; Novotex, Italy)
a 3% pre-impregnované nosné prize z polyesterového hedvabi (PESh; SLOTERA)
o jemnosti 1200 dtex. K vyrobé PU nanovlaken o linedrni hustoté 2x230 dtex byla

1 decitex (jednotka linedrni hustoty, 1 dtex = 0,1 g - km'1)
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pouZita technologie stfidavého elektrického zvldknovani (tzv. AC elektrospinning)
vyuzivajici zdroj stridavého vysokého napéti s frekvenci 50 Hz (Valtera et al. 2019;
Kocis et al. 2013; Pokorny et al. 2014).

Pro vyvoj nanovlakenného nosi¢e vhodného ke vzorkovani mikrobialni
biomasy byla nit' s nanovldkny vyrobenymi DC elektrospinningem uspotradana do
Ctyt riznych prostorovych tvart, které tvorily tzv. planarni a linearni nosic, strapec
a cirkularni nosi¢ biomasy. Na kazdy nosic¢ biomasy byly pouzity vZdy 3 m nosné nité
s danym nanosem nanovldken. Specifikace pripravenych a testovanych nosicl

biomasy jsou uvedeny v Tab. 1.

Tabulka 1: Specifikace nanovlakennych nosic¢a (dimenze technickych schémat

v mm).

Tvar Komponenty Technické schéma

! vlasec 2x

E : | nit 80x

nosna nit' +
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|

E £ |
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Y nanovlakna + -—— —n . = SR
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. L, nosna nit’ + |
Cirkularni . _. ) . -
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Experimenty s nanovldkennymi nosici pro intenzifikaci biologického ¢iSténi
skladkové vody probihaly ve dvou etapach. V prvni etapé byla pouZita nanovlakna
na bazi PU vyrobena DC elektrospinningem (10 dtex) a AC elektrospinningem
(2x230 dtex). Nosné nité s nanovlakennou vrstvou byly uchyceny na nerezovou
podpirnou konstrukci o velikosti 10x 10 cm (Obr.3A) paralelné ve svazcich
0 10 vlaknech vzdalenych od sebe 1 cm. Na zdkladé vysledkl z prvni etapy byl
pro druhou etapu zvolen typ nanovldken, ktery wvykazoval vyssi abundanci
nitrifika¢nich bakterii v biofilmu, konkrétné se jednalo o PU nanovlakna vyrobena
AC elektrospinningem (2x230 dtex). Nasledné byla pripravena textilni mrizka
tvofenda nosnou niti s ndnosem nanovlaken a niti bez nanovlaken. Mrizka byla
pripevnéna na nerezovou podpirnou konstrukci o velikosti 10 x 10 cm. Pét kusi
miizky (Obr. 3B) bylo umisténo do jednoho laboratorniho bioreaktoru, coZ

predstavuje 9 m nosné nité snanosem nanovlaken a 18 m nosné nité bez

nanovlaken.
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Obrazek 3: Schéma nosicli biomasy skladajici se z dvou typii nanovlakenné vrstvy

(A.) nebo textilni mrizky (B.) pro intenzifikaci biologického cisténi skladkové vody

3.2 Molekularné-genetické analyzy

Monitoring mikrobialni biomasy prostrednictvim molekularné-genetickych
analyz se sklddal zndasledujicich krokl: odbér, transport azpracovani vzorkd,
izolace DNA ze vzorku, kvantifikace celkové bakterialni biomasy, specifickych
funkénich genti a mikrobidlnich konsorcii pomoci real-time gPCR a stanoveni

bakterialntho sloZeni prostrednictvim sekvenace nové generace (NGS).
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V nasledujicich kapitolach je popsana metodika jednotlivych analyz pouzivanych

v ramci této prace.

3.2.1 Transport a zpracovani vzorku

Odebrané vzorky zlokality uskladnéné ve sterilnim obalu (sterilnim
polyethylenovém (PE) sacku, sterilni sklenéné laboratorni lahvi ¢i sterilni 50ml
zkumavce) byly prevezeny v chladicim boxu do laboratore, kde byly hned po
prijezdu zpracovany nebo byly uchovavany pfi teploté -80 °C do doby izolace DNA.

Preduprava vzorki pro izolaci DNA je esencidlni ¢ast protokolu molekularné-
genetickych analyz preparatu. Jedna se bud o zakoncentrovani biomasy, nebo
o odstranéni ¢i redukci latek interferujicich s izolaci DNA. Pro tucely této disertacni
prace byly vzorky podzemni ¢i povrchové vody zfiltrovany pres membranovy filtr
Durapore PVDF s primérem pért 0,22 um (Merck Millipore, Némecko). Biomasa
ze vzorkli suspenze obsahujici aktivovany kal ¢i sklddkové vody byla
zakoncentrovana centrifugaci pti rychlosti 16 000 x g po dobu 10 min pfi teploté
4 °C. Filtry a peletky se zachycenou biomasou byly uchovavany pfri teploté -80 °C
do doby izolace DNA. V pripadé nosi¢li biomasy byly tésné ptred izolaci DNA
odstranény vSechny komponenty nosi¢e kromé nosné nité s nanovlakny (tj. vlasec,
lepidlo), pokud byly ptitomny. U plidnich preparatii nebyla nutna predudprava,
pouze po jejich homogenizaci bylo odebrano anavaZeno max. 500 mg vzorku

do lyza¢ni zkumavky izola¢niho kitu.

3.2.2 Izolace DNA

Pro extrakci DNA z rliznych matric vzorkd (nosice biomasy, suspenze, piida)
byl pouzit FastDNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, USA) nebo NucleoSpin Soil kit
(Macherey-Nagel, Némecko) dle protokolu vyrobce. Zatimco FastDNA Spin Kit for
Soil byl zvolen diky vysoké vytéznosti DNA ze vzorkid zaznamenané v piredchozich
experimentech, NucleoSpin Soil kit je urcen pro vysoce inhibované vzorky jako jsou
napiiklad odpadni ¢i sklddkové vody. Oba kity jsou zaloZeny na kombinaci
mechanické a chemické lyze a probiha unich purifikace DNA pomoci adsorpce
nukleové kyseliny na silikdtovy substrat. Navdzand DNA je nasledné promyta
pomoci alkoholu a nakonec je DNA uvolnéna ze substratu pridanim pufru o nizké

iontové sile (eluce) a rozpusténa.
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Jako pristrojové vybaveni byl u obou kitli pouZit Bead Blaster 24 homogenizér
(Benchmark Scientific, USA) a centrifuga Smart R17 (Hamil). U kitu FastDNA SPIN
Kit for Soil byla navic pouzita trepacka Mini Biomixer 3D (Benchmack Scientific,
USA) a inkubator Genius Dry Bath (Major Science). Protokoly jednotlivych kitti jsou
uvedeny v Tab. 2-3. Extrahovand DNA byla uchovavana pfii teploté 4 °C, dokud
nebyly provedeny vSechny planované analyzy, kterymi byly méfeni koncentrace
DNA, real-time qPCR ave vybranych vzorcich sekvenovani nové generace (NGS).

Po finalni analyze byl vzorek DNA uchovavan pri teploté -80 °C.

Tabulka 2: Protokol pro izolaci DNA pomoci kitu FastDNA SPIN Kit for Soil

FastDNA SPIN Kit for Soil

Nosice biomasy ¢i srolované filtry se zachycenou biomasou byly vlozeny do zkumavek Lysing
Matrix E. Ke vzorkiim bylo do zkumavek ptidano 978 ul pufru fosfatu sodného a 122 pl MT
pufru. Nasledné byly vzorky homogenizovany na homogenizatoru (2 cykly o 40 s pii rychlosti
6,0 m-s*spauzou 30 s) a centrifugovany pti 14 000 x g po dobu 10 min. Z Lysing Matrix E
zkumavek byl prenesen supernatant obsahujici uvolnény obsah bunék do C¢istych 2ml
zkumavek.

Lyze bunék

Ke vzorkim bylo pridano 250 pul precipitacniho ¢inidla PPS a zkumavky byly 10krat ru¢né
promichany. Vzorek byl sto¢en v centrifuze po dobu 5 min pfi 14 000 x g. Supernatant zbaveny
proteinovych necistot v pfedchozim kroku byl pfenesen do 15ml zkumavek.

Odstranéni proteina
a huminovych latek

Ke vzorkim byl ptidan 1 ml promichané suspenze Binding Matrix obsahujici SiO2 kulicky.
Zkumavky se vzorky byly umistény na 2 minuty na kyvacku. Nasledovala sedimentace SiO2
kuli¢ek po dobu 3 min a poté bylo opatrné odebrano 600 ul supernatantu tak, aby nedoslo
k odebrani SiO: kulicek s navazanou DNA. Zbytek vzorku ve zkumavkach byl promichan
na vortexu. 750 pl vzorku bylo preneseno do kolonek umisténych ve sbérnych zkumavkach
Navazani DNA ze soupravy SPIN Filter tube. Vzorky ve SPIN Filter tube byly centrifugovany pfi 14 000 x g
po dobu 1 min. Po vyjmuti kolonek byl obsah sbérnych zkumavek vyprazdnén a kolonky byly
umistény zpét do zkumavek. Na vortexu byl promichan zbytek vzorku v 15ml zkumavce a byl
pienesen (max. 750 pl) do kolonky ve vyprazdnéné sbérné zkumavce SPIN Filter tube. Vzorky
ve SPIN Filter tube byly znovu centrifugovany pii 14 000 x g po dobu 1 min a nasledné byly
vyprazdnény sbérné zkumavky.

Do kolonek SPIN Filter tube bylo ptidano 500 pl promyvaciho roztoku SEWS-M. Vzorky byly
opatrné promichany pipetou a nasledné byly centrifugovany pti 14 000 x g po dobu 1 min.
Byly vyprazdnény sbérné zkumavky avzorky byly znovu centrifugovany pii 14 000 x g

Riomy b po dobu 2 min. Kolonky ze SPIN Filter tube byly pireneseny do 2ml sbérnych zkumavek Catch
Tube. Peletky s DNA v kolonkach byly suseny v otevienych zkumavkach pfilaboratorni teploté
po dobu 5 min, aby se odpatil zbytkovy ethanol z promyvaciho roztoku.

Do kolonek bylo ptridano 100 pl DES a byla promichanim pipetou resuspendovana peletka.
Eluce DNA Vzorky byly inkubovany po dobu 5 min pfi teploté 55 °C a poté byly centrifugovany pii

14 000 x g po dobu 2 min. Kolonky ze SPIN Filter tube byly odebrany a sbérné zkumavky Catch
Tube byly uzavieny s izolovanou DNA.
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Tabulka 3: Protokol pro izolaci DNA pomoci kitu NucleoSpin Soil

NucleoSpin Soil

Nosic¢e biomasy ¢i zakoncentrovana biomasa ve formé peletky byly preneseny do zkumavek
NucleoSpin BeadTube Type A. Do zkumavek bylo ptidano 700 pl roztoku Buffer SL1 a nasledné
150 pl roztoku Enhancer SX. Vzorky byly homogenizovany na homogenizatoru (1 cyklus o 30 s pri
rychlosti 5,0 m-s1) a nasledné centrifugovany pti 11 000 x g po dobu 2 min.

Lyze bunék

Odstranéni Do zkumavek bylo pfidano 150 pl roztoku Buffer SL3 avzorky byly promichany na vortexu

proteini po dobu 5 s. Nasledné byly vzorky inkubovany pii 0-4 °C po dobu 5 min a centrifugovany pti

a huminovych 11000 xg po dobu 1min. Do kolonek NucleoSpin Inhibitor Removal Column umisténych
latek ve sbérnych zkumavkach bylo pieneseno 700 pul supernatantu vzorku z predchoziho kroku.

Po centrifugaci pfi 11 000 x g po dobu 1 min byly odstranény kolonky a do sbérnych zkumavek
bylo ptiddno 250 pl roztoku Buffer SB. Po promichani obsahu zkumavek na vortexu po dobu
5 sbylo pifeneseno 550 ul vzorku do kolonek NucleoSpin Soil Column (obsahuji silikatovou
membranu) umisténych ve sbérnych zkumavkach. Po centrifugaci pti 11 000 x g po dobu 1 min
byly vyjmuty kolonky, vyprazdnény sbérné zkumavky akolonky byly umistény zpét
do zkumavek. Tento proces se opakoval se zbytkem vzorku.

Navazani DNA

Do kolonek NucleoSpin Soil Column umisténych ve sbérnych zkumavkach bylo ptidano 500 ul
roztoku Buffer SB. Po centrifugaci pfi 11 000 x g po dobu 30 s byly vyjmuty kolonky, vyprazdnény
sbérné zkumavky a kolonky byly umistény zpét do zkumavek. Do kolonek bylo pfidano 550 pl
roztoku Buffer SW1. Po centrifugaci ptfi 11 000 x g podobu 30 sbyly vyjmuty kolonky,
vyprazdnény sbérné zkumavky a kolonky byly umistény zpét do zkumavek. Do kolonek bylo
pridano 650 pl roztoku Buffer SW2 avzorky byly promichdny na vortexu po dobu 2s.
Po centrifugaci pti 11 000 x g po dobu 30 s byly vyjmuty kolonky, vyprazdnény sbérné zkumavky
a kolonky byly umistény zpét do zkumavek. Do kolonek bylo znovu ptidano 650 pl roztoku Buffer
SW2 avzorky byly promichany na vortexu po dobu 2 s. Po centrifugaci pfi 11 000 x g po dobu
30 sbyly vyjmuty kolonky, vyprazdnény sbérné zkumavky akolonky byly umistény zpét
do zkumavek. Nasledné byly vzorky centrifugovany pii 11 000 x g po dobu 2 min pro odstranéni
rezidui ethanolu.

Promyti DNA

Kolonky NucleoSpin Soil Column byly preneseny do €isté 2ml zkumavky a do kolonek bylo
pridano 100 pl roztoku Buffer SE. Vzorky byly inkubovany v otevienych zkumavkach po dobu
1 min pfi laboratorni teploté a po centrifugaci pri 11 000 x g po dobu 30 s byly odebrany kolonky
a ve zkumavkach byla izolovana DNA.

Eluce DNA

Koncentrace DNA po izolaci byla méfena pomoci fluorometru Qubit® 2.0
a souprav Qubit™ dsDNA HS Assay Kit a Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen,
USA) dle pokynt vyrobce. Soupravy obsahuji barvivo, jehoz fluorescence se objevi
pouze pri navazani na DNA, fedici roztok a redéné DNA standardy. Reakcni smés
byla ptripravena smichanim barviva a fediciho roztoku v poméru 1:199. Pro méreni
koncentrace bylo do zkumavek Qubit® Assay Tubes napipetovano 190 — 199 pl
reakcni smési, ke které bylo pridano 10 — 1 pl vzorku. Objem vzorku, a tim i objem
reakéni smési, byl zvolen na zdkladé predpokladané koncentrace DNA ve vzorku,
napriklad 10 pl vzorku bylo pridano v pripadé velmi nizkého oZiveni vzorku. Smés
se vzorkem byla nejprve 5 s promichdna na vortexu (3200 ot - min-1) a nasledné
ihned centrifugovana po dobu 10 s pti 2 000 x g. Po 2min inkubaci pti laboratorni
teploté byla zkumavka vloZena do fluorometru Qubit® 2.0 abyla zmérena

koncentrace DNA. Mez detekce nejcitlivéjsi soupravy (HS Assay Kit) je 0,01 ng - pl-L.

3.2.3 Real-time kvantitativni polymerazova retézova reakce
Extrahovana DNA ze vzorkl byla pouzita jako templat pro real-time qPCR
analyzu. Cilem gPCR analyzy bylo ve vzorcich detekovat jak celkové bakterialni
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oziveni, tak i pritomnost funkénich gent a klicovych mikrobidlnich konsorcii
specifickych pro dany experiment. Naptiklad pro monitoring nitrifika¢niho procesu
byly testovany funkéni geny a kli¢ova mikrobidlni konsorcia podilejici se na obou
krocich nitrifikace, oxidace amoniaku (AOB) a dusitanu (NOB), a na denitrifikaci.
Pro zjednoduseni je v nasledujicim textu pod pojmem primer minén primerovy par
forward a reverse.

Celkové archedlni abakteridlni oziveni bylo sledovdno amplifikaci genu
16SrRNA, tj. genu kodujicim malou subjednotku ribozomu, pomoci primeru
s oznaCenim U16SRT. Prvni krok nitrifikace byl sledovan pomoci funkéniho genu
kédujiciho klicovy enzym oxidace amoniaku na dusitan (amoA) specifického pro
bakterialni rod Nitrosomonas. Pro druhy krok nitrifikace byly funk¢ni geny kédujici
klicové enzymy oxidace dusitanu na dusi¢nan detekovany pomoci primert
specifickych pro bakterialni rody Nitrobacter (NxrB1, nxrA) a Nitrospira
(NxrB). Pritomnost bakterialniho rodu Nitrospira byla ve vzorcich také sledovana
amplifikaci 16SrRNA genu Nitrospiry pouZitim primeru soznaenim NSR.
Abundance bakteridlniho rodu Nitrobacter byla také stanovena pomoci amplifikace
16S rRNA genu Nitrobacter (primer s oznaCenim Nitrob.). Denitrifikacni bakterie
byly detekovany pomoci funkénich gent kédujici nitrit reduktdzy (nirK, nirS)

vvvvv

jsou uvedeny v Tab. 4.
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Tabulka 4: Seznam testovanych primert

AOICEIIT Reference

Ty . . 21
Cilova skupina  Primer Gen Sekvence (5'-3') teplota
F: ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT i
archea & bakterie U16SRT 165 rRNA gooc  (Cliffordet
R: TATTACCGCGGCTGCTGGC al. 2012)
AOB  amoa  @moniak monooxygenaza, F: GGGGTTTCTACTGGTGGT cgoc  (Rotthauwe
Nitrosomonas sp. R: CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC etal. 1997)
F: CCTGCTTTCAGTTGCTACCG ionisi
NSR 16S rRNA Nitrospira sp. 66oc  (Dionisiet
R: GTTTGCAGCGCTTTGTACCG al. 2002)
B nitrit oxidoreduktdza p  F: TACATGTGGTGGAACA cgoc  (Pesteretal.
nitrifikaéni podjednotka, Nitrospira sp. R: CGGTTCTGGTCRATCA 2014)
bakterie . . F: ACCCCTAGCAAATCTCAAAAAACCG (Graham et
NOB Nitrob 16S rRNA Nitrobacter sp. 60 °C
R: CTTCACCCCAGTCGCTGACC al. 2007)
nxrd nitrit oxidoreduktaza a«  F: CAGACCGACGTGTGCGAAAG 60 °C (Poly etal.
podjednotka, Nitrobacter sp. R: TCYACAAGGAACGGAAGGTC 2008)
NxrB1 nitrit oxidoreduktaza  ~ F: ACGTGGAGACCAAGCCGGG 66 °C (Vanparys et
podjednotka, Nitrobacter sp. R: CCGTGCTGTTGAYCTCGTTGA al. 2007)
F: GGMATGGTKCCSTGGCA
nirK Cu-nitrit reduktdza 60 °C (Braker etal
R: GCCTCGATCAGRTTRTGGTT 1998)
denitrifikaéni nirS cytochrom cd1-nitrit F: GTSAACGTSAAGGARACSGG 60°C (Throbéck et
bakterie reduktdza R: GASTTCGGRTGSGTCTTGA al. 2004)
F: CGYTGTTCMTCGACAGCCAG 4
nosZ reduktdza oxidu dusného 60 °C (Throback et
R: CGSACCTTSTTGCCSTYGCG al. 2004)

'S ...baze se 3 vodikovymi vazbami (G, C); Y ... pyrimidinové baze (C, T); R ... purinové baze (A, G); W ... baze se 2 vodikovymi
vazbami (A, T); K ... ketony (T, G); D ... A, G, T (ne C); B ...C, G, T (ne A); N ... jakakoliv baze

VSechny qPCR reakce, vcetné beztemplatové kontroly, byly provedeny
v duplikatu na ptistroji LightCycler® 480 (Roche, Svycarsko). Jako fluorescenéni
zdroj bylo pouZito interkalacni fluorescencni barvivo typu SYBR Green. Kazda
10ul reakce byla pripravena smichanim 5 pl LightCycler® 480 SYBR Green I Master,
0,4 ul smési primerového paru (forward areverse) o molarni koncentraci
20 pmol - I'1, 3,6 ul ultracisté PCR vody a1lpl templatové DNA ze vzorku.
PCR desticka obsahujici reakéni smés s DNA byla prikryta PCR f6lii a centrifugovana
15 s pri 500 x g. Nakonec byla desticka vloZena do termocykleru LightCycler® 480,
u néhoz byl pomoci programu LightCycler® 480 Software nastaven reakcni profil.
Parametry qPCR analyzy byly nasledujici: pocate¢ni denaturace 5 min pri 95 °C,
nasledovana 45 cykly o 10 s pri 95 °C, 15 s pri annealing teploté specifické pro kazdy
primer (Tab. 4) a 20 s pti 72 °C. Na konci amplifikace byla postupnym zvySovani
teploty ze 72°C na 98°C provedena analyza krivky tani. Pomoci softwaru
LightCycler® 480 byly ziskany Cthodnoty metodou maxima druhé derivace
amplifikacni ktivky (,,2nd Derivative Maximum").

Piitomnost latek inhibujicich DNA polymerazu béhem PCR byla testovana

fedénim extrahované DNA ultracistou vodou 5x, 10x, 20x a 40x, provedenim
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gPCR analyzy s primerem U16SRT a vyhodnocenim. Pfitomnost inhibi¢nich latek
ve vzorku byla zaznamendna nekorespondujicim rozdilem Ct hodnot mezi jeho
fedénimi. V tom pripadé bylo pro dalsi qPCR analyzy zvoleno redéni vzorku, u néhoz
byla potvrzena absence inhibi¢nich latek. Pfitomnost latek inhibujicich PCR
a nasledné vysoké redéni vzorku byly hlavnim faktorem pro zménu kitu pro izolaci
DNA ze vzorki spojenych s odpadni vodou ¢i vyluhu ze skladky neboli skladkovou

vodou.

Interpretace dat z qPCR analyzy

Vysledky qPCR analyzy, tzv. Cthodnoty byly interpretovany ve formé
heatmapy primérnych Ct hodnot, relativni kvantifikace anebo heatmapy relativni
kvantifikace. V nasledujicim textu je pod pojmem ,Cthodnota“ minén primér
z duplikatu Ct hodnot. Interpretace vysledkt qPCR analyz byla zaloZena na nepiimé
a naopak. Konkrétné tedy v pripadé qPCR analyzy pomoci markeru U16SRT, ¢im
nizsi byla Cthodnota, tim vétSi bylo celkové bakteridlni oziveni (mnoZstvi
bakteridlni biomasy) ve vzorku. Maximalni moZna Ct hodnota je 40 a odpovida
nulové detekci?.

Primérné Ct hodnoty jsou zobrazeny formé heatmapy. Primérné Ct hodnoty
urc¢itého primeru byly nejprve rozdéleny na dvé mnoZiny, hodnoty nizsi nez 36
a hodnoty rovné nebo vyssi nez 36. Hodnoty rovné nebo vyssi nez 36 byly zarazeny
do skupiny na hranici detekce. Druha mnoZina byla rozdélena na deset intervall
,vysoké mnozstvi“ ainterval obsahujici primérnou hodnotu (Rovnice 2) byl
klasifikovan jako ,stredni mnoZstvi“. Interval s nejvy$simi hodnotami (< 36) byl
oznacen jako ,malé mnozstvi“. Ct hodnoty rovné 40 byly ve skupiné ,,nedetekovano®,
tedy pod mezi stanovitelnosti. Jednotlivé skupiny (intervaly) jsou v heatmapach
prezentovany patficnymi barvami.

MAaxct hodnota - minCt_hodnota (1)
10

velikost intervalu =

2 U markeru U16SRT je Ct hodnota ovlivnéna rezidudlni bakteridlni DNA obsaZenou ve smési
SYBR Green [ Master. Ct hodnota negativni kontroly (NTC, “no template control”) se pohybuje
okolo 31.
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Maxct hodnota - minCt,hodnota (2)

priimérna hodnota = ming hodnota + >

Relativni kvantifikace popisuje relativni zménu mnozstvi daného primeru viici
referennimu vzorku prostrednictvim delta Ct metody (Schmittgen a Livak 2008).

Pro vypocet relativni kvantifikace byl pouZzit vztah:

relativni kvantifikace = E f f ~(Cttarget=Ctref) (3)

,kde Ef f je Ginnost primeru a Cty,gec je primér Ct hodnot u analyzovaného vzorku
a Ct.er je primér Ct hodnot u referenc¢niho vzorku. Hodnota relativni kvantifikace
referen¢niho vzorku je 1. Pokud je hodnota relativni kvantifikace vzorku 2, znamena
to, Ze v tomto vzorku je dvakrat vice cilové DNA neZ v referen¢nim vzorku. Hodnoty
relativni kvantifikace jsou zobrazeny v jednoduchém dvojrozmérném sloupcovém
grafu s logaritmickym méritkem na svislé ose nebo ve formé heatmapy. Heatmapa
hodnot relativni kvantifikace byla v ramci této prace, konkrétné v ¢asti zabyvajici se
sterilizaci nanovlakennych nosici, pouzita pro hodnoceni celkového bakterialniho
oziveni ve vzorku vuci oZiveni v kontrole bez templatu (NTC). Heatmapa hodnot
relativni kvantifikace byla vytvorena podobnym zplisobem jako heatmapa
Ct hodnot. Hodnoty relativni kvantifikace byly nejprve rozdéleny na dva intervaly,
hodnoty na stejné trovni jako hodnoty namérené v kontroldch bez templatu
a hodnoty vy$si. Hodnoty v prvnim intervalu byly zarazeny do skupiny NTC, zatimco
druha mnozina byla rozdélena na deset intervalii o stejné velikosti (Rovnice 4).
Jednotlivé intervaly jsou vheatmapach prezentovany patficnymi barvami,
od intervalu s nejniz§imi hodnotami prezentovanym nejsvétlejsi barvou po interval

s nejvys$$imi hodnotami prezentovanym nejtmavsi barvou.

MAaXhodnota_relativni_kvantifikace ~ minhodnotajelativm’,kvantifikace ( 4)
10 )

velikost intervalu =

3.2.4 Next-generation sequencing

SloZeni mikrobidlni komunity ve vzorcich bylo stanoveno prostiednictvim
sekvenovani amplikonu vysoce variabilniho V4 regionu 16S rRNA genu pomoci
platformy Ion Torrent Personal Genome Machine® (PGM; Life Technologies, USA).
Systém Ion Torrent provadi detekci jednotlivych sekvenacnich krokt na zakladé
méfeni zmény hodnoty pH (viz kap. 2.2.3). Pro amplifikaci V4 regionu 16S rRNA
genu byl pouzit par primert 515F (5'-TGCCAGCMGCNGCGG-3’; Dowd et al. 2008)
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a802R (5’- TACNVGGGTATCTAATCC-3’; Claesson et al. 2010). K oznaceni sekvenci
z jednotlivych vzorkd byly pouzity fuzni primery. Zaklad faznich primerd byly
sekvence primert 515F a 802R, kde na reverse primeru 802R byla navazdna
sekvence lon Torrent barkédu o velikosti 10-12 bp jedine¢na pro kazdy vzorek
Ion A (5-CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG-3"),
515F byl adaptér  trP1
(5’-CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATG-3’). Adaptéry navazané na amplikony jsou

spole¢né s adaptérem

zatimco na forward  primer navazan
dulezité pro navazani amplikond na tzv. ISP (,lon Sphere Particles*) ¢astice béhem
emulzni PCR apro inkorporaci biotinu slouZicimu kvazbé k streptavidinem
na magnetickych ¢asticich béhem enrichmentu (viz kap. 2.2.3). V nasledujicim textu
je strucné popsan protokol NGS analyzy, v némz pri pouziti komercéné dostupného

kitu specifického pro Ion Torrent systém byl postup proveden dle instrukci vyrobce.

A. Priprava knihovny
Pro vytvoreni knihovny nebyl pouZit komer¢né dostupny kit. Cely postup se
skladal z péti zakladnich krokt: amplifikace specifického tseku DNA, pripojeni
barkédi s adaptéry, precisténi amplikonii (odstranéni kratkych sekvenci primerti),
kontrola velikosti amplikonti a fedéni.

1) Amplifikace oblasti 16S rRNA genu a nasledné navazani barkédi pro
oznaceni jednotlivych vzorkli byly provedeny 2 PCR reakcemi, jejichz
reakéni smés je uvedena v Tab. 5 a jejichZ reak¢ni profil v termocykleru je
uveden v Tab. 6. Pro pripravu knihovny byla pouzita KAPA HiFi DNA
polymeraza (Roche, Svycarsko).

Tabulka 5: Reak¢ni smés PCR reakci pro jeden vzorek

PCR PCR PCR 10pmol-11 | 10pmol-11 10pmol-11 KAPA DNA Produkt
reakce | H:0 | Enhancer 16S-IT-F 16S-IT-R 16S-barkédy | polymeraza 1. PCRreakce
1. 4,5 ul 1ul 0,5 pl 0,5 ul - 7,5 ul 1ul -
2. 17 pl 1l - - 3ul 25 ul - 4l
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Tabulka 6: Parametry PCR reakci pro pripravu amplikoni

1. PCR reakce 2. PCR reakce
lc);li;: Teplota Doba l:;lif: Teplota Doba
Denaturace 1 95°C 3 min 1 95°C 3 min
98 °C 20s 98 °C 20s
PCR amplifikace 10 50°C 15s 35 50°C 15s
72°C 30s 72°C 30s
Elongace 1 72°C 1 min 1 72°C 1 min

2)

3)

4)

Precisténi amplikonu, tj. produktu z 2. PCR reakce, bylo provedeno
pomoci magnetického stojanku Magnetic Separation Rack (MagnaRack
Corporation, USA) a Agencourt™ AMPure™ XP Kit (Beckman Coulter, USA)
obsahujiciho magnetické castice dle pokynti vyrobce.

Gelova elektroforéza byla provedena pro vizualizaci amplikont
na 1% agarézovém gelu obsahujicim fluorescen¢ni barvivo GelRed Nucleic
Acid Gel Stain (LAB MARK, CR) s velikostnim markerem 100 bp DNA ladder
azdrojem napéti ENDURO™ 300V (Labnet International, Inc.,, USA).
Vizualizace vysledki gelové elektroforézy byla realizovana pomoci systému
UVIsave HD2 (UVITEC, Velka Britanie).

Redéni precisténych amplikonfi na koncentraci 25 nmol-1'1 probihalo
na zakladé namérené koncentrace DNA v precisténych vzorcich amplikont
pomoci Qubit™ dsDNA BR Assay Kit na fluorometru Qubit® 2.0 dle pokyni
vyrobce. Naredéné amplikony byly poté smichany dohromady
(10 pl z kazdého vzorku). Pro vytvoreni knihovny byla smés amplikont

naredéna na 25 pmol-I-1.

B. Emulzni PCR

Priprava sekvenacniho templatu z knihovny byla provedena prostfednictvim

emulzni PCR za vyuziti lon PGM™ Hi-Q™ VIEW OT?2 Kit na pristroji lon OneTouch 2

Instrument dle pokynii vyrobce. Produktem emulzni PCR byly ISP Castice, na jejichz

povrchu byly navazany aamplifikovany jednotlivé amplikony zknihovny

(1 amplikon na 1 ISP).

C. Enrichment

Enrichment (obohaceni ISP kuli¢ek) byl proveden pomoci lon PGM™ Hi-Q™

VIEW OT?2 Kit a Ion PGM™ Enrichment Beads na pristroji lon OneTouch Enrichment

System dle pokynt vyrobce. V priibéhu enrichmentu byly odstranény ISP ¢astice,
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které neobsahovaly templat z knihovny. Produktem enrichmentu byly tzv. templat-
pozitivni ISP ¢astice
D. Sekvenace
Pro sekvenovani byl vyuZzit lon PGM™ Hi-Q™ Sequencing Kit, ¢ip lon 314™ Chip
v2 BC, do kterého byly vloZeny templat-pozitivni ISP Castice se sekvenacnim
primerem (navazanym na templat béhem 1-cyklové PCR) a polymerazou, a pristroj

Ion Personal Genome Machine® (PGM™) dle pokynti vyrobce.

Analyza dat z NGS analyzy

Analyza surovych dat ze sekvenace V4 regionu 16S rRNA genu byla provedena
dvéma riznymi zplsoby. V obou pripadech byla presnost klasifikace verifikovana
avyhodnocena viic¢i vzorku umélé bakteridlni komunity (mock) s definovanym
slozenim bakteridlnich kmenlG (Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus a Enterococcus faecalis). Vystupem obou analyz je tabulka
operacnich taxonomickych jednotek (,operational taxonomic unit, OTU),
tzv. OTU tabulka.

V Casti disertacni prace zabyvajici se aplikaci nanovlakennych nosicli pro
vzorkovani mikrobialni biomasy byla data ze sekvenace zpracovana Ing. Romanem
Spankem, Ph.D. Sekvence byly prvné rozdéleny mezi jednotlivymi vzorky
prostiednictvim softwarového balicku mothur napsanym v C++4 (Schloss et al.
2009). Nasledné byly sekvence zpracovany softwarovym balickem DADAZ2
vychazejicim z algoritmu DADA (, divisive amplicon denoising algorithm“) napsanym
vR (Callahan et al. 2016). Kratké sekvence asekvence s nizkou kvalitou byly
odstranény spoletné schimérnimi sekvencemi prostrednictvim DADAZ funkce
removeBimeraDenovo pred klasifikaci. Sekvence byly Kklasifikovidny pomoci
databaze SILVA SSU 138 (Quast et al. 2013) v DADA2 balicku.

Dalsi zpisob analyzy sekvenacnich dat byl prostrednictvim programu SEED 2
(Vétrovsky et al. 2018) napsanym v Object Pascal. Analyza probihala nasledujicim
zplsobem:

1) Byly odstranény sekvence o primeérné kvalité nizsi nez 20 (tedy sekvence,

kde byla pravdépodobnost vyskytu chyby vyssi nez 1 %).

2) Byly nalezeny sekvence obsahujici usek DNA odpovidajici ‘reverse’ primeru

(802R) ajednomu zbarkdédi. Byly vytvoreny skupiny sekvenci podle
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barkoédt, které obsahovaly, azaroven byly odstranény sekvence, které
neobsahovaly ani jeden z barkédu. Byl vloZen nazev barkédu k jednotlivym
sekvencim a ze vSech sekvenci byl odstranén hledany usek a jakykoliv tisek
pred nim.

3) Byl nalezen ‘forward’ primer v sekvencich a byly odstranény sekvence,
které jej neobsahuji. Ze vSech zbyvajicich sekvenci byl odstranén hledany
usek a jakykoliv usek za nim.

4) Byly odstranény sekvence krat$i nez 250 bp adelsi nez 300 bp.
Pro klastrovani sekvenci je nutné, aby vSechny sekvence byly stejné délky
VSechny sekvence byly zkraceny na 250 bp.

5) Sekvence byly klastrovany na uroven identity 97 % (OTU radius: 3 %)
pomoci funkce VSEARCH (Rognes et al. 2016). Pomoci této funkce byly také
automaticky odstranény chiméry. Nazev klastru, tj. operacni taxonomické
jednotky (OTU, ,Operational Taxonomic Units“), byl vloZen k jednotlivym
sekvencim.

6) Byla vytvoiena OTU tabulka, v niZ OTU odpovidaly bakteridlnim taxontim
na riiznych trovni v jednotlivych vzorcich.

7) Pro kazdy klastr sekvenci (OTU) byla nalezena nejabundantnéjsi sekvence
klastru.

8) Vygenerované nejabundantnéjsi sekvence byly porovnany s databazi SILVA
SSU 138 (Quast et al. 2013) pomoci algoritmu BlastN a ke kazdému klastru
(OTU) byl prifazen taxon s nejvyssi sekvencni identitou.

9) Pred dalsi analyzou sekvenci byly z OTU tabulky odstranény sekvence

klasifikované jako chloroplastové ¢i mitochondrialni.

Interpretace dat z NGS analyzy

Pro interpretaci analyzovanych dat z NGS analyzy byly v této praci pouzity
rizné pristupy, které jsou strucné popsané v nasledujicich odstavcich.

Taxonomické sloZeni mikrobialni komunity na urovni bakterialniho rodu nebo
Celedé vjednotlivych vzorcich bylo zobrazeno pomoci dvojrozmérnych
100% sklddanych grafii tzv. OTU grafi, které znazornuji situaci v jednotlivych
vzorcich a lze z nich snadno odecist podobnost nebo naopak rozdilnost sledovanych
vzorkil. Zaroven ukazuji i nejCastéji zastoupené taxony, a to konkrétné na 2,5% ci

5% hladinég, tedy dochazi k filtraci vSech bakteridlnich rodt/Celedi, které nedosahuji

40



konkrétni frekvence. Dale OTU grafy zobrazuji procentudlni zastoupeni sekvenci,
které nebylo mozné klasifikovat na droven bakterialniho rodu/celedé, tzn. sekvenci,
jejichz 100% identitu sdilelo vice neZ jeden bakteridlni rod/celed’. Dal$i moZné
zobrazeni taxonomického sloZeni mikrobiadlni komunity jsou tzv. Krona grafy, coZz
jsou vysecové grafy zobrazujici taxony v jednom vzorku na urovnich od kmene po
rod na hladiné 2,5 %.

Kromé taxonomického sloZeni byla vnékterych vzorcich stanovena
biodiverzita na dvou urovnich, alfa a beta diverzita. Zatimco alfa diverzita popisuje
biodiverzitu v daném vzorku, beta diverzita popisuje rozdilnost druhového sloZeni
mezi vzorky. Vramci této prace byly jako indexy alfa diverzity pouzity druhova
bohatost (,species richness“) avyrovnanost (,evenness“) odvozena zinverzniho
Simpsonova indexu. Druhova bohatost je zakladni index diverzity vyjadrujici
celkovy pocet taxond identifikovanych v komunité vzorku apodava primou
informaci o rozmanitosti komunity. Simpsontv index diverzity (D) je definovan jako
pravdépodobnost, sjakou dva nahodné zvoleni jedinci budou patrit ke stejnému
druhu. Je silné zavisly na nejabundantnéjSim taxonu a méné citlivy ke vzacnym
taxontim. Castéji se vyuZiva inverzni forma indexu (Dr), ktera roste se zvysujici

diverzitou. Vypocet Simpsonova indexu a jeho prevracené hodnoty je dan vztahem:

_vs  mx(ni—1) _1
D =%i- Nx(N-1)’ Dr = D ()

, kde S je pocet taxonii ve vzorku, ni pocet jedincti i-tého taxonu a N celkovy pocet
jedinct ve vzorku (Jarkovsky et al. 2012; Magurran 2004). Variabilita jednotlivych
indexi vramci jednoho odbéru byla spoletné sbodovym zobrazenim indext
znazornéna pomoci krabicového diagramu (,,box plot”).

Pro vizualizaci rozdili v mikrobidlni diverzité mezi jednotlivymi vzorky,
tj. beta diverzity mezi vzorky, byla pouzita metrickd technika vicerozmérného
$kalovani (,multidimensional scaling”, MDS). Ulohou metody MDS té% znamé jako
analyza hlavnich koordinat (,principal coordination analysis“, PCoA) byla redukce
vicerozmérného prostoru, konkrétné snizit rozmér dat (transformace z matice
m x n, kde m je poCet vzorki a n je pocet taxonii, na matici m x 2) s minimalni ztratou
informaci a zkoumat vztahy mezi vzorky, konkrétné jejich podobnost vyjadirenou
vzajemnou vzdalenosti, vredukovaném prostoru. Vstupem do MDS je matice
vzdalenosti vypoCtena z primarni matice pozorovani, tj. OTU tabulky, na zakladé

Bray-Curtisovy vzdalenosti avystupem je zobrazeni pozorovanych vztahl
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(podobnosti) mezi vzorky v redukovaném prostoru, napiiklad v dvourozmérném
grafu, tzv. konfiguraci bodu. V priibéhu transformace dat dochazi k rotaci ptivodniho
systému os tak, aby prvni osa/hlavni komponenta zachycovala maximum mozné
variability. Druha osa/hlavni komponenta je vedena ortogonalné na prvni hlavni
komponentu a zachycuje co nejvétsi variabilitu dat nevyjadienou prvni osou. Hlavni
komponenty jsou urceny pomoci vlastnich cisel a vektori matice. Nejvétsi vlastni
Cislo vyjadruje, jaky rozptyl prvni osa zachycuje, ajeji vlastni vektor urcuje smér
dané osy. Diagram MDS lze interpretovat zjednoduSené, ¢im menS$i vzdalenost je
mezi dvéma body, tim je vétS$i podobnost mezi témito body (Meloun a Militky 2004;

Harustiakova et al. 2012).

3.2.5 Fluorescencni in-situ hybridizace

Vzorky suspenze o objemu 0,5 ml byly odebrany zbioreaktori pro
fluorescencni in-situ hybridizaci (FISH). Pro ziskani biomasy z nosi¢ti biomasy byla
nit s/bez nanovlaken o délce 0,8 m vloZzena do 14 ml 0,15mol-I'* roztoku NaCl a poté
byla smés sonikovana v ultrazvukové lazni Sonorex Digitec DT 510 H (Bandelin,
Némecko) po dobu 15 min. Po odstranéni vldkna byla suspenze obsahujici biomasu
centrifugovana pti 6000 ot - min-! po dobu 30 minut a vysledna peletka byla pouZita
pro analyzu FISH.

Pomér nitrifikacnich bakterii (AOB a NOB) vodebranych vzorcich byl
stanoven pomoci metody FISH provedené dle postupt Nielsen et al. (2009) pro
gramnegativni bakterie. Protokol FISH metody je uveden v Tab. 8. U kazdého vzorku
byly separatné aplikovany sondy specifické pro AOB spole¢né se sondami pro EUB
(celkova bakterialni biomasa; eubakterie) a sondy specifické pro NOB spolec¢né se
sondami pro EUB. Aplikované sondy znacené fluorescen¢nim barvivem jsou
uvedeny v Tab. 7. Pro detekci oznacenych bunék mikroskopickou analyzou byl
pouzit fluorescen¢ni mikroskop ZEISS Axio Imager.M2 s kamerou AxioCamlCcl

a svételnym zdrojem Colibri.2 a program AxioVision SE64.
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Tabulka 7: Seznam pouzitych FISH sond

sﬁgg‘ilja Sonda Sekvence bazi (5 - 3°) Specifikace Reference

EUB338 GCT GCC TCC CGT AGG AGT Vétsina bakterif (Amann et al. 1990)

bakterie EUB338Il GCA GCCACC CGT AGG TGT Planctomycetales (Daims et al. 1999)
EUB338lIII GCT GCC ACC CGT AGG TGT Verrucomicrobiales (Daims et al. 1999)
AOB Ns0190 CGATCCCCTGCTTTTCTCC Amoniak oxidujici bakterie, (Mobarry et al. 1996)
Ns01225 CGC CAT TGT ATT ACG TGT GA Betaproteobacteria (Mobarry et al. 1996)

Ntspa712 CGC CTT CGC CAC CGG CCT TCC Phylum Nitrospirae (Daims et al. 2001b)

NOB Ntspa662 GGA ATT CCG CGC TCC TCT Genus Nitrospira (Daims et al. 2001b)

Tabulka 8: Protokol fluorescen¢ni in-situ hybridizace dle Nielsen et al. (2009)

Fluorescencni in-situ hybridizace

Fixace vzorku

K peletce obsahujici biomasu z nosici ¢i k 500 pl suspenze byl ptidan 4% paraformaldehyd (PFA)
o objemu 500 pl anasledné vzorky byly inkubovany pfi 4 °C po dobu 3 h. Po inkubaci byl
odstranén PFA ze vzorkd centrifugaci pfi 5000 ot-min! po dobu 5min aodebranim
supernatantu. Peletka byla resuspendovana v1ml ledového roztoku fosfatového pufru
a absolutniho ethanolu (1:1; PBS/EtOH). Po centrifugaci ptfi 5000 ot- min! po dobu 5 min
aodebranim supernatantu byla peletka znovu promyta vledovém roztoku PBS/EtOH.
Po centrifugaci a odstranéni supernatantu byl ke vzorku ptidan 400 pl PBS/EtOH.

Imobilizace
vzorku na
sklicko

PodlozZni skli¢ko bylo potaZeno (5min ponofeni v roztoku 1% HCl a 70% EtOH — 5min ponoteni
v roztoku 0,01% poly-L-lysinu — 1h suSeni pfi 43 °C) a poté bylo do jedné z jeho jamek pifeneseno
5 ul vzorku, ktery byl rozetfen po celé jamce. Nasledné probéhla inkubace pii 43 °C po dobu
10 min.

Dehydratace

Dehydratace imobilizovanych vzorkl byla provedena sériovym promytim v roztocich EtOH se
zvySujici koncentraci. PodloZni sklitko se vzorkem bylo ponofeno na 3 min do 50% EtOH,
nasledné na 3 min do 80% EtOH a nakonec na 3 min do 96% EtOH. Zbytkovy EtOH byl odstranén
inkubaci pti 43 °C po dobu 5 min.

Permeabilizace

K dehydratovanému vzorku bylo pridano 100 pl lysozymu o koncentraci 0,5 mg - ml-! a probéhla
inkubace p¥i laboratorni teploté po dobu 20 min. Po inkubaci byl vzorek omyt 2 ml PBS a sklicko
bylo ponotfeno do ledového roztoku PBS po dobu 15 s. Nasledné byl vzorek vysuSen pii 43 °C
po dobu 5 min.

Hybridizace

Na vzorek bylo pfidano 20 ul hybridiza¢niho pufru? obsahujici FISH sondy. PodloZni sklicko bylo
horizontalné umisténo do 50ml zkumavky spole¢né s kouskem filtracniho papiru navlh¢enym
800 pl hybridiza¢niho pufru bez sond. Po uzavieni zkumavky probéhla inkubace pri 43 °C
po dobu 2 h.

Promyti

Po inkubaci bylo ze zkumavky vyjmuto podloZni sklicko abylo omyto 2 ml praciho pufru*
predehratého na teplotu 43 °C. Nasledné bylo sklicko ponofeno do praciho pufru ve vodni lazni
pii 43°C po dobu 15 min. V piipadé aplikace sond sriznou koncentraci formamidu (FA)
v hybridiza¢nim pufru (napf. u AOB sond) byly zopakovany kroky hybridizace s pufrem o nizsi
koncentraci FA a promyti.

Priprava pro
snimkovani na
mikroskopu

Po inkubaci podlozniho skli¢ka v pracim pufru bylo sklicko ponofeno do ledové ultracisté vody
(18 MQ/cm?) na 3 s a nasledné vysuSeno mirnym proudem N». Po napipetovani 7 pl Citifluoru
na kazdy vysuSeny vzorek na podloZnim sklicku bylo pfiloZeno kryci sklicko avzorky byly
pripraveny pro pozorovani pod fluorescen¢nim mikroskopem.

3 U hybridiza¢niho pufru vSech aplikovanych FISH sond (viz Tab. 7) kromé sondy Nso190 byla
koncentrace FA 20 % (180 pl 5M NaCl + 20 pl 1M Tris/HCl + 1 pl 10% SDS + 200 pl FA + 599 pl ultracisté vody),
zatimco u sondy Nso190 byla koncentrace FA v hybridiza¢nim pufru 55 % (180 pl 5M NacCl + 20 ul 1M Tris/HCl
+ 1 pl 10% SDS + 550 pl FA + 249 pl ultracisté vody). Do alikvét hybridizacniho pufru byl pridan 1 ul od kazdé
sondy, v pripadé sondy Nso190 pouze od ni. Pfi aplikaci hybridiza¢nich pufri o rizné koncentraci FA byla

provedena prvné hybridizace s pufrem o vyssi koncentraci FA.

4 SloZeni praciho pufru bylo zavislé na koncentraci FA v hybridizaénim pufru aplikovaném v piedchozim
kroku protokolu (pro koncentraci FA 20 %: 2,15 ml 5M NaCl + 1 ml 1M Tris/HCI + 0,5 ml 0,5M EDTA + 46,35 ml
ultracisté vody; pro koncentraci FA 55 %: 0,1 ml 5M NaCl + 1 ml 1M Tris/HCI + 0,5 ml 0,5M EDTA + 48,4 ml

ultracisté vody).
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Obrazova analyza

Kvantitativni vyhodnoceni specifickych bakterii AOB, NOB a EUB na snimcich
z fluorescentntho mikroskopu bylo provedeno prostiednictvim algoritmu
v programu MATLAB (verze R2020b; The MathWorks). Pro kazdy vzorek bylo
vyhodnoceno 15 snimki pti zvétSeni 630x%, na nichZ byly zobrazeny pomoci FISH
metody bakterie AOB s EUB ¢i NOB s EUB. Algoritmus je zaloZen na hodnoceni
objektli v barevném modelu HSV. Barevny model HSV (Hue, Saturation, Value) byl
zvolen, protoZe je diky dvéma jeho parametriim, Hue (barva) a Value (jas), mozné
izolovat urcité barevné spektrum (Obr.4), coZ u béZné vyuzZivaného barevného
modelu RGB nelze. HSV model snimku (1388 x 1040 px) se skladal ze tfi matic (Hue,
Saturation, Value) o stejné velikosti (1388 x 1040), kde HSV parametry kazdého
pixelu snimku byly uvedeny. Pri izolaci specifického barevného spektra byl
algoritmus zaméren pouze na matici obsahujici hodnoty parametru Hue (barva)
ana matici obsahujici hodnoty parametru Value (jas). V nasledujicim textu jsou
popisovany postupy vprogramu MATLAB a ztoho divodu byla pouZita
v matematickych vyrazech interpunkce programu MATLAB, napftiklad misto
desetinné ¢arky byly pouzity tecky.

0.1
1
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Hue
Obrazek 4: Barevna $kdla modelu HSV zobrazena v RGB modelu pomoci programu

MATLAB

Skript algoritmu obrazové analyzy je uveden v piiloze A. Pribéh analyzy
jednoho snimku, na némz byly zobrazeny pomoci FISH metody bakterie AOB s EUB
¢i NOB s EUB, je stru¢né popsan niZe:

1) Zménitbarevny model snimku z RGB na HSV model pomoci funkce rgb2hsv.
2) Izolovat jednotlivd barevna spektra specificka pro fluorescenci FISH sond.
Pro kazdé spektrum byla vytvorena nulovd matice o velikosti
1388 x 1040 x 3. Pokud hodnoty parametri Hue a Value pixelu snimku
o souradnicich (x,y) byly prvky intervalt specifickymi pro dané barevné
spektrum, byly prvky nulové matice o souradnicich (x,y,1), (X, 2)
a(x,y,3) zménény z (0, 0, 0) na (110/360, 1, 0.996) v pripadé Cerveného
obarveni (AOB ¢iNOB) ana (0, 1,0.996) v pripadé zeleného obarveni (EUB).
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Pokud hodnoty parametri Hue aValue pixelu snimku nesplnovaly
podminky, zlstaly prvky nulové matice specifické pro dany pixel
nezménéné. Vychozi nastaveni intervall specifickych pro barevna spektra
FISH sond je uvedeno v Tab.9. Ukazka uloZeného snimku z obrazové
analyzy, konkrétné zobrazeni origindlniho snimku spole¢né se snimky
izolovanych spekter v RGB modelu je uvedena na Obr. 5. Z uloZenych
snimkli zobrazujici izolovand spektra probéhla po obrazové analyze
kontrola, zda spektra odpovidaly ¢i byly zkresleny kvili naptiklad cervené
zabarvenému pozadi. Na zakladé kontroly byly chybné snimky odstranény
ze vstupnich dat a obrazova analyza byla provedena znovu.

3) Prevést snimky izolovanych spekter do binarniho obrazu. Prvné byl snimek
izolovaného spektra preveden z HSV modelu do RGB modelu pomoci funkce
hsv2rgb a nasledné byla matice (:, :, 1) z RGB modelu konvertovana do
binarniho obrazu im2bw. ZjednoduSené doslo k tomu, Ze pixelu, ktery byl
prvkem izolovaného spektra, byla prirazena hodnota 1, zatimco v opacném
piipadé hodnota 0.

4) Pomoci funkce sum byla zmatice bindrniho obrazu vypoctena plocha
izolovanych barevnych spekter (GREEN, RED). Nasledné byl zploch
vypocten podil AOB ¢i NOB (RED) ve vzorku (Rovnice 6). Po kontrole
snimki z obrazové analyzy (viz krok 2) a pripadné reanalyze byl vypocitan

prameér ze vSech hodnot podilti AOB a NOB pro jednotlivé vzorky.

plochaaog/NoB (6)

odil =
p AOB/NOB plochaEUB+plochaAOB/NOB

5) Podily AOB ¢i NOB na jednotlivych snimcich a jejich medidny pro jednotlivé

vzorky s medianovou absolutni odchylkou byly zapsany do souboru Excel.

Tabulka 9: Parametry pro izolaci barevného spektra specifického pro fluorescenci

FISH sond

Zbarveni Cilova skupina Hue Value

ervené AOB & NOB (0; 50) U (345; 360) (0,11;1)
zelené bakterie (70; 150) (0,15; 1)
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Obrazek 5: Ukazka z obrazové analyzy originalniho snimku (uprostied) spolec¢né

se snimky izolovanych spekter (vpravo a vlevo) v RGB modelu pomoci programu

MATLAB

Interpretace dat z FISH analyzy
Primérny podil AOB ¢i NOB vii¢i EUB s AOB ¢i EUB s NOB byl zobrazen pomoci

dvojrozmérného sklddaného sloupcového grafu.

3.3 Mikroskopicka analyza

Povrchova morfologie nanovlakenné vrstvy na nosné niti a samotné nosné
nité byla zobrazena pomoci optické, konfokalni arastrovaci -elektronové
mikroskopie. Dalsi typ mikroskopie, fluorescen¢ni mikroskopie, byl pouzit pro
vizualizaci  fluorescencnich sond aplikovanych na bakteridlni vzorky
prostiednictvim FISH metody. Realizace jednotlivych zobrazovacich metod je

popsana v nasledujicich kapitolach.

3.3.1 Opticka mikroskopie

Povrch nanovldkennych nosi¢li biomasy byl zobrazen pomoci optického
mikroskopu Olympus BX51M (Olympus Corporation, Japonsko) a softwarem
QuickPHOTO MICRO 2.3. Vzorek nité snanovlakennou vrstvou byl prilepen
k laboratornimu sklicku pomoci lepici pasky pro zajiSténi stability vzorku. Profil
vlaken byl nafocen ru¢nim posuvem a nasledné byly série snimki pomoci modulu
Deep Focus slozeny. Pocet snimki v sérii byl zavisly na pouzitém objektivu - pfri
zvétSeni 50x bylo cca 20 snimk v sérii, pri zvétSeni 100x bylo cca 30 snimki v sérii

a pri zvétseni 200x bylo cca 50 snimki v sérii.
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3.3.2 Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskopie byla provedena na 3D optickém mikroskopu S neox
(Sensofar metrology, Spanélsko) s objektivem EPI 20X v35, ktery umoZiiuje
bezkontaktni optické 3D profilovani. Neox pouzZiva senzor s vysokym rozliSenim
(0,69 um / pixel) az do 1360 x1024  pixeld  (pozorovanid  plocha
850,08 x 709,32 um). Vzorek nité snanovlakennou vrstvou byl prilepen
k laboratornimu sklicku pomoci lepici pasky pro zajisténi stability vzorku a byla
na néj nanesena zlata vrstva o tloustce 2 nm prostrednictvim pristroje Coorum
Q150R ES (Quorum Technologies, UK) pro redukci transparentnosti nanovlaken.
Pomoci konfokalniho mikroskopu byla stanovena primeérna drsnost povrchu

(Havlicek et al. 2020c).

3.3.3 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Pro detailni charakterizaci povrchové morfologie nanovldkenné vrstvy
na nosné niti byl pouzit rastrovaci elektronovy mikroskop UHR FE-SEM Carl Zeiss
ULTRA Plus (Carl Zeiss, Némecko) pri zvétSeni 100 — 2500x v reZimu SE (detektor
InLens) a pri akceleracnim napéti 2 kV. Vzorek nosné nité s nanovlakennou vrstvou
byl pro snimkovani na SEM pripevnén k nosnému terciku pomoci oboustranné
uhlikové lepici pasky. Nasledné byla na vzorek nanesena zlata vrstva o tloustce 2 nm
prostiednictvim pristroje Coorum Q150R ES (Quorum Technologies, UK), aby byla
zajiSténa dostate¢na vodivost vzorku. Pomoci SEM byl stanoven primér vldken

v nanovlakenné vrstve.

3.3.4 Fluorescencni mikroskopie

Fluorescentni mikroskop ZEISS Axio Imager.M2 skamerou AxioCamlICcl
a svételnym zdrojem Colibri.2 byl pouzit pro detekci fluorescen¢niho signalu
16S rRNA gen specifickych sond ve vzorcich biomasy aplikovanych prostrednictvim
FISH metody. Sondy specifické pro AOB aNOB (Nso19, Nsol1225, Ntspa712
a Ntspa662; Thermo Fisher Scientificc USA) obsahovaly fluorochrom Cy3
(max excitace pri 554 nm; max emise pri 568 nm; Cervena barva) apro jejich
zobrazeni byl vyuZit filtr 43 HE (vlnové délky 550/25, FT 570 (HE), 605/70, pro-Cy3
Fluorescent Dyes). Sondy EUB (EUB338, EUB338Il a EUB338IIl) obsahovaly

fluorochrom Alexa 488 (max excitace pri 490 nm; max emise pri 525 nm; zelena
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barva) a pro jejich zobrazeni byl vyuzit filtr 44 (vlnové délky 475/40, FT 500,
530/50, pro Alexa 488 Fluorescent). Pomoci programu AxioVision SE64 byly vzorky

nasnimany pod prislusnymi filtry pri zvétSeni 630x.

3.4 Schéma experimentii
Vtéto Kkapitole je popsan postup teSeni jednotlivych experimentl

realizovanych v ramci této disertacni prace.

3.4.1 Nanovlakenné nosice pro vzorkovani mikrobialni biomasy

Odbér vzorkli mikrobiadlni biomasy je zasadni pro pochopeni akontrolu
probihajicich sanacnich procesti na kontaminované lokalité, zejména pii pouziti
molekularné-genetickych analyz. V ramci tohoto experimentu bylo cilem vyvinout
efektivni metodu vzorkovani mikrobidlni biomasy vhodnou pro molekularné-
genetické analyzy s vyuZzitim nanovldkennych nosicli biomasy. Pro dosazeni tohoto
cile byly navrhnuty a pfipraveny riizné tvarové varianty nanovlakennych nosict:
planarni, linedrni, strapec acirkularni (viz kap. 3.1). Ke kazdému tvaru byla
pripravena varianta s nanovlakennou vrstvou o linedrni hustoté 10 dtex a 3 dtex
a jako reference i varianta vyrobena pouze z nosné nité. Pripravené nanovldkenné
nosice byly umistény do monitorovacich vrtii na kontaminované lokalité po dobu
27 mésicli, béhem nichz byly provedeny odbéry pro monitoring mikrobialni
biomasy ve formé biofilmu pritomného na povrchu jednotlivych nosict. Izolace DNA
ze vzorkl nanovldkennych nosic¢ii, podzemni vody a piidy byla provedena kitem
FastDNA SPIN Kit for Soil (Tab. 2). Diagram vyvoje nanovlakenného nosice urceného

pro vzorkovani mikrobialni biomasy je uveden na Obr. 6.
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[ Produkce nanovlakenné vrstvy ]

Y

Priprava
P : Mikroskopicka
nanovlakennych
— analyza
nosicéu
Zpracovani .
Extrakce DNA P Vzorkovani
¥ vzorka

A J

Dlouhodoby
monitoring

N
Molekularné Vyhodnoceni .
genetické analyzy vysledka
Y

.
-

Y

Nanovlakenny nosi¢ vhodny
ke vzorkovani mikrobialni biomasy
pro molekularné-genetické metody

Obrazek 6: Diagram vyvoje nanovlakenného nosice vhodného pro vzorkovani

mikrobialni biomasy reflektujici poZadavky molekularné-genetickych analyz

Vzorkovaci procedura

Nanovldkenné nosice byly upevnény do vzorkovacich patron
z vysokohustotniho polyethylenu a ponotfeny do monitorovacich vrti dostatecné
hluboko pod hladinu podzemni vody. Po vyjmuti ze vzorkovacich patron byly
nanovldkenné nosice biomasy vlozené do sterilnich uzaviratelnych PE sackil
umistény do chladiciho boxu a transportovany do laboratoie p¥i teploté 4 °C. Vzorky
podzemni vody pro NGS analyzu byly odebirany ptfimo zvrtu (prosté bodové
vzorky) nebo metodou malého ¢erpaného mnozstvi (CSN ISO 5667-11). U metody
malého cerpaného mnoZstvi byl proveden vlastni odbér vzorku aZ po ustaleni
fyzikalné-chemickych parametri (hodnota pH, elektrické vodivosti, ORP,
koncentrace rozpusténého 02) v pomalu od¢erpavané podzemni vodé ponornym
terpadlem Gigant (Ekotechnika, CR). Vzorky podzemni vody byly poté filtrovany
pires membranovy filtr Durapore PVDF s priimérem pori 0,22 um (Merck Millipore,
Némecko) pro zakoncentrovani mikrobialni biomasy. Nosice a filtry se zachycenou

biomasou z podzemni vody byly pred extrakci DNA skladovany pfi teploté -80 °C.
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Popis lokality

Lokalita s rozdilnym charakterem kontaminace podzemni vody byla vybrana
pro hodnoceni aplikovatelnosti ptripravenych nanovldkennych nosici (viz kap. 3.1)
pro vzorkovani mikrobidlni biomasy za redlnych podminek. Lokalita se nachazela
v arealu spole¢nosti Spolchemie (Usti nad Labem, Ceska republika). Tato spole¢nost
je od poloviny 20. stoleti vyznamnou chemickou spole¢nosti v Ceské republice,
konkrétné v oblasti vyroby syntetickych pryskytic. Vyrobni procesy v misté vedly
k historické kontaminaci piidy a podzemnich vod organickymi rozpoustédly, véetné
monocyklickych aromatickych uhlovodika (benzen, toluen, ethylbenzen a xyleny;

BTEX) a chlorovanych etheni (CIE).
Vliv charakteristik nosic¢e na mikrobialni kolonizaci

A. Rychlost mikrobialni kolonizace

Pro srovnani rychlosti mikrobidlni Kkolonizace na povrchu raznych
nanovlakennych nosi¢i béhem dlouhodobého experimentu bylo pét nosict kazdé
varianty (tj. kombinace tvarl alinearni hustoty nanovldken) fixovano
do vzorkovacich patron a ponoreno do hloubky 7,5 - 8 m kazdého monitorovaciho
vrtu, tj. pod hladinu podzemni vody. Hladina podzemni vody se pohybovala
v hloubce 3 m az 4 m pod povrchem. Délka monitoringu byla 27 mésici. Odbér
vzorki nosicli biomasy byl proveden po 4, 8, 15 a 27 mésicich. Kolonizace povrchu
mikrobialni biomasou pritomnou v danych vrtech byla stanovena real-time qPCR

analyzou prostiednictvim markeru s oznacenim U16SRT.

B. Mikrobialni sloZeni biofilmu

Kromé mikrobialni kolonizace nanovlakennych nosici byl sledovan také vliv
tvaru nosice alinedrni hustoty nanovlaken na sloZeni mikrobidlni komunity
na nosicich. Za timto ucelem byla provedena NGS analyza nosici vSech testovanych
tvart s linearni hustotou nanovlaken 10 dtex a planarnich nosica s linearni hustotou
nanovlaken 10 dtex a 3 dtex z vrtu s nejvysSim bakteridlnim oZivenim (RW6A-7)
spolu s podzemni vodou odebranou primo ztohoto vrtu. Podzemni voda byla
odebrana jako prosty bodovy vzorek, ktery reprezentoval situaci primo ve vrtu
v Case odbéru. Jako referencni nosice byly pouZity planarni nosice pripravené pouze

z nosné nité, tedy bez nanovlakenného nanosu.
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C. Porovnani mikrobialni diverzity v riznych matricich

Ctyfi nosi¢e riiznych tvard slinedrni hustotou nanovldken 10 dtex z vrtu
RW6A-42 spolu se vzorkem podzemni vody z tohoto vrtu a vzorky piidy odebranymi
ve vzdalenosti 1,5 m od vrtu byly porovnany za icelem posouzeni rozdili ve sloZeni
mikrobidlni komunity v riiznych matricich. Vrt RW64-42 byl pro tento ucel vybran,
protoZe v jeho bezprostredni blizkosti byla na rozdil od dalSich monitorovanych
vrti mozné realizovat vrtné prace. Podzemni voda vokoli RW6A-42 byla
vzorkovana metodou malého ¢erpaného mnozstvi (viz vyse; CSNISO 5667-11).
Vzorky ptlidy byly odebirany vrtanim do hloubek 7,2 m a 8,4 m, tedy ze stejnych
hloubek, ve kterych byly nanovlakenné nosi¢e ponoreny ve vrtu. Mikrobialni

komunita téchto vzorki byla stanovena NGS analyzou.

3.4.2 Nanovlakenné nosice pro intenzifikaci biologického ¢iSténi
skladkovych vod

V ramci dalsiho experimentu byla studovana aplikace nanovlakennych nosici
biomasy pro intenzifikaci biologického cisténi vod, konkrétné odstraniovani
amoniakalniho dusiku ze skladkové vody.

Vprvni etapé experimentu byly testovana nanovldkna vyrobena
DC elektrospinningem a AC elektrospinningem (viz kap. 3.1). Na zakladé vysledk
molekularné-genetickych analyz z prvni etapy byl zvolen typ nanovlaken (DC ¢i AC)
pro dlouhodoby provoz bioreaktorti v druhé etapé. Cilem prvni etapy bylo porovnat
mikrobidlni kolonizaci mezi nanovlakny pripravenymi odliSnymi technologiemi.
Cilem druhé etapy experimentu bylo otestovat vliv pfritomnosti nanovlakennych
nosi¢ii biomasy astupné predcisténi surové skladkové vody na vykonnost
laboratorniho bioreaktoru, s dirazem na uc¢innost odstratiovani amoniakalniho
dusiku a stabilitu procesu nitrifikace. Stabilita nitrifikace byla monitorovana pomoci
chemickych a fyzikalné-chemickych analyz pritoku a odtoku, azaroven pomoci
molekularné-genetickych analyz suspenze vsystému abiofilmu pritomného
na nosic¢ich. Hlavni pozornost byla soustredéna predevSim na vyvoj citlivych
a pomalu rostoucich nitrifikacnich bakterii, které jsou vhodnym identifikadtorem

stability cistirenského procesu.
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Nanovlakenné nosice
Nanovlakenné nosice testované v prvni etapé experimentu byly tvoreny
nosnou niti snanovlakennym nanosem upevnénou na nerezovou podplrnou

konstrukci - viz kap. 3.1. Fotografie nosicli pouzitych v prvni etapé experimentu jsou

na Obr. 7.

Obrazek 7: Snimek nosné nité s nanovlakny DC a AC zafixované na podpiirnou

konstrukeci (10 x 10 cm) pred zanorenim

V druhé etapé experimentu byla modifikovana struktura nosi¢i. Pro zvySeni
mechanické stability niti s nanovldkennou vrstvou v podptlirné konstrukci byla
do konstrukce priddna pomocnd mikrovldkna kolmo propletend s nitémi
s nanovlakennou vrstvou vytvarejici textilni mrizku (viz kap. 3.1). Fotografie textiln{
miizky spolecné s mikroskopickymi snimky nité snanovlakennou vrstvou

a pomocného vlakna je na Obr. 8.
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Obrazek 8: SnimKy z rastrovaciho elektronového mikroskopu (A, B) a z optického

mikroskopu (a, b) nité s PU nanovlakennou vrstvou (A, a) a mikrovlakenné nité
(B, b) pti zvétseni 100x. Fotografie a snimek z optického mikroskopu textilni

miizKky (C), (c) pti zvétSeni 50x.

Provoz bioreaktort

Vramci prvni etapy byly nosi¢e biomasy (Obr.7) zanofeny do dvou
vsadkovych bioreaktori R1 a R2, které se liSily predupravou skladkové vody
v natoku. Jako natok byla do bioreaktori pouZita smés vyluhu ze skladky
odpadu Tusimice a surové komunalni vody z COV Liberec. V priibéhu experimentu
se podil skladkové vody v natoku krokové zvySil z25% na 35 %. VR2 byla
skladkova voda pred vstupem do bioreaktoru prooxidovana plynnym ozonem,
zatimco vR1 nebyla provedena Zadna preduprava vstupujici skladkové vody.
Preddprava skladkové vody do bioreaktoru R2 byla provedena pomoci ozonu
vyrobeného zokolntho vzduchu ozonovym generatorem ANNIHILATOR
(OZONTECH, s.r.o, CR) o produkénim vykonu 6 g-h 03 Nité byly testovany
v bioreaktorech po dobu 36 dnii. Odbér vzork nosici biomasy spole¢né se vzorky
suspenze byl proveden po 3, 8, 14, 24 a 36 dnech, v pripadé vzorku suspenze i v den
zanoteni nosicl (den 0). Izolace DNA z odebranych vzorki byla provedena pomoci
NucleoSpin Soil kitu (viz kap. 3.2.2; Tab. 3). Mikrobialni kolonizace nosi¢t biomasy
byla monitorovana real-time qPCR analyzou prostrednictvim markeru s oznacenim
U16SRT univerzalniho pro archea a bakterie a markert specifickych pro nitrifikacni

bakterie, tj. amoniak oxidujicich (AOB; amoA) a dusitan oxidujicich (NOB; NSR, nxrB,
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NxrB1, nxrA) bakterii, a denitrifika¢ni bakterie (nirK, nirS, nosZ). Detailni informace
k pouzitym markertim jsou uvedeny v kap. 3.2.3. Na zakladé vysledkli molekularné-
genetickych analyz, konkrétné abundance nitrifikacnich bakterii, byl vybran typ
nanovlaken (AC), ktery byl dale pouZit pro dlouhodoby experiment v priibéhu
2. etapy.

V 2. etapé byl vliv pritomnosti nanovlakennych nosi¢i biomasy (Obr. 8)
a stupné predupravy surové skladdkové vody testovan pomoci 4 riiznych vsadkovych
bioreaktorli. Kazdé experimentalni usporadani se skladalo ze sklenéné nadoby
oobjemu 41 splochym dnem aaeratnim elementem (Obr. 104, C). Jednotlivé
bioreaktory (oznaceni A, B, C a D) se liSily preddpravou surové vody a pritomnosti
nanovlakennych nosi¢ii biomasy (Obr. 9). U bioreaktorti B aD byla jako smés
s komunalni odpadni vodou pouZita skladkova voda prooxidovana plynnym
ozonem, zatimco u bioreaktori AaC byla pouzita skladkova voda bez tpravy.

Nanovlakenné nosice byly instalovany v bioreaktorech C a D.

Bez nosici Nanovlakenné nosice

Bioreaktor A Bioreaktor C

Surova voda bez upravy

Prooxidovana voda Bioreaktor B Bioreaktor D

Obrazek 9: Prehled charakteristik testovanych laboratornich bioreaktort
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Obrazek 10: Schéma laboratorniho bioreaktoru s nosici biomasy (A), diagram
provozu bioreaktoru béhem 24 h (B) a fotografie vSech experimentalnich

uspoiadani v provozu (C)

Jako natok byla do vSech bioreaktori pouzita smés skladkové vody (Tab. 10)
ze skladky tuhého komunalniho odpadu Ose¢na (Liberecky kraj) a komunalni
odpadni vody (Tab. 10) z COV Liberec. Pfediiprava skladkové vody do bioreaktor
B a D byla provedena pomoci ozonu stejnou technologii jako v prvni etapé. Ve vSech
bioreaktorech byl v priibéhu experimentu krokoveé zvysovan podil skladkové vody:
0 %, 10 %, 25 %, 50 %, 60 %, 75 %, 80 % a 100 % (Obr. 11). Podil skladkové vody
byl v natoku do bioreaktorti zvySen, pokud ve vSech bioreaktorech byla minimalné
po dobu 10 dni zaznamendna vysokd astabilni Ucinnost odstrafiovani Namon.

i dostateCné vysoka astabilni uCinnost odstranovani organickych latek
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kvantifikovanych sumarnim parametrem CHSKcr. VSechna experimentalni
uspoi-adani byla provozovana pri laboratorni teploté ~20 °C s hydraulickou dobou

zdrZeni 48 hodin. Diagram provozu bioreaktori je znazornén na Obr. 10B.

Tabulka 10: Koncentrace vybranych ukazatelli ve skladkové vodé a v komunalni

odpadni vodé
Parametr Jednotka Komunalni Skladkova Ozonizovana
odpadni voda voda skladkova voda
CHSKecr mg - 11 320 1060 870
Namon. mg - 11 17,5 159 153
N-NOs- mg - 11 3,43 2,66 2,44
N-NOz mg - 11 0,709 0,14 1,28
pH - 7,02 7,45 7,29
B skladkova voda E odpadni voda z COV

Zatatek ¥ ... chemické analyzy: [N.,on ], [N-NO,], [N-NOs]
experimentu

. 100 %
Natok
: 1 * 0%
[den] 1|7 3'5 56 71 92 198 1?0
] ]
Molekul4rné- FISH FISH  FISH FISH FISH FISH FISH
genetické qPCR gPCR  gPCR gPCR gPCR  gPCR gPCR
analyzy NGS NGS

Obrazek 11: Diagram provozu a monitoringu laboratornich bioreaktort

Casova osa jednotlivych analyz v rAmci monitoringu je znazornéna na Obr. 11.
Koncentrace jednotlivych forem dusiku (Namon, N-NO2- a N-NO3-) byly stanoveny
fotometricky pomoci spektrofotometru Hach-Lange DR6000 UV-VIS (Hach,
Némecko) aadekvatniho kyvetového testu (kyvetové testy LCK303, LCK304,
LCK339, LCK340, LCK341 a LCK342; Hach, Némecko) provedeného podle pokynii
vyrobce. Kontrolni méreni a iprava hodnoty pH byly provadény pravidelné pomoci
HQ40D Portable Multi Meter a Intellical PHC101 pH elektrody (Hach, Némecko).
Vyvoj jednotlivych skupin nitrifikacnich bakterii, tj. AOB a NOB, byl v suspenzi
ananosi¢ich monitorovan pomoci fluorescen¢ni in-situ hybridizace (FISH),
real-time qPCR analyzy a sekvenovani nové generace (NGS). Na rozdil od prvni
etapy byla pro monitoring NOB Nitrobacter pomoci qPCR analyzy pouZita

kombinace markerti NxrB1 a Nitro misto NxrB1 a nxrA, protoZe pomoci markeru
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s oznaCenim Nitro l1ze detekovat 16S rRNA gen specificky pro Nitrobacter. Metodika
jednotlivych molekularné-genetickych metod spolecné sjejich hodnocenim je

podrobné popsana v kap. 3.2.

3.4.3 Vyvoj steriliza¢ni metody nanovlakennych nosici

Vramci této cCasti disertani prace probihal vyvoj sterilizacni metody
nanovlakennych nosicli, kterd by zajistovala dosaZeni povrchové cistoty nosicl
v podobé absence veSkerého nezadouciho mikrobialniho osidleni. Zaroven byl
kladen diiraz na dopad sterilizace na materidlové a strukturalni vlastnosti nosict,
zejména na nanovrstvu. Na rozdil od predchozich ¢asti této prace byly v této ¢asti
pouzity i metody kultivacni, jejichZ metodika je podrobné popsana v této kapitole

spolecné s technologickymi protokoly steriliza¢nich metod.

Piiprava a charakterizace nanovlakennych nosici

Pro testovani vyvijené metody sterilizace byly pouzity cirkuldrni nosice
vyrobené z nosné nité z polyesterového hedvabi SLOTERA (jemnost 1200 dtex)
odélce 1m (Obr.12) snanovladkennou vrstvou na bdazi PU vyrobenou
DC elektrospinningem (10 dtex), tzv. DC nosi¢, aAC elektrospinningem
(2x230 dtex), tzv. AC nosi€. Cirkuldrni tvar nosi¢e byl zvolen jako nejvhodnéjsi,
jelikoZ se sestava pouze z nosné nité s nanovlakennym nanosem a neobsahuje Zadné
dalsi materidly (podptrné konstrukce, lepidlo, vyztuze apod.), coz je vhodné

zejména pro kultiva¢ni a molekularné-genetické analyzy.

nit s nanovlakny (8x)

fixacni viakno | nit 8x

Obrazek 12: Technicky vykres cirkularniho nanovlakenného nosice pouzitého pro

testovani vyvijeneé sterilizacni metody (dimenze v mm)

Jeden z hlavnich faktori pri vyvoji sterilizacni metody nanovlakennych nosici
byl dopad jeji aplikace na morfologii nanovlakenné vrstvy. Nanovlakenné nosice
pouzité pro vyvoj steriliza¢ni metody jsou zobrazeny na Obr. 13. Zaroven jsou

uvedeny snimky nosné nité s nanovlakennym nanosem z optického a rastrovaciho
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elektronového mikroskopu (SEM) dokumentujici strukturu a charakter nanovlaken.
Vlastnosti nanovlakenné vrstvy mohou ovlivnit i¢innost sterilizace, naptiklad vyssi
linearni hustota nanovldken miiZe vést kvétSimu pocCtu mist kolonizovanych

mikroorganismy, které jsou méné pristupné ucinkiim sterilizac¢nich Cinidel.

Obrazek 13: Fotografie nanovlakennych nosicli a snimky nosnych niti
s nanovlakny vyrobenymi pomoci DC elektrospinningu (4, a)
a AC elektrospinningu (B, b) z optického mikroskopu (a, b) a rastrovaciho

elektronového mikroskopu (A, B) pti riizném zvétSeni (100x, 200x a 2500x).

Steriliza¢ni metody

Nanovlakenné nosice biomasy byly sterilizovany souborem metod, které jsou
rozdéleny podle charakteru ptisobeni na mikroorganismy do dvou zakladnich
skupin, a to na metody fyzikalni sterilizace a metody chemické sterilizace. Obr. 14

uvadi posloupnost vyvoje sterilizacni metody vhodné pro nanovlakenné nosice.
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V nasledujicich podkapitolach jsou stru¢né popsany jednotlivé steriliza¢ni metody,

které byly testovany na DC nosic¢ich a AC nosicich.

[ Produkce nanovlikennych nosiét ]

 J Molekulirneé
genetické metody

Soubor \ \ Vyhodnocent Finalni
sterilizaénich —» / Kultivaéni metody / > ssledkil > sterilizacni
metod o vy metody

A &

Mikroskopicka T
analyza !

I
Optimalizace procesu A kontaminace
sterilizace
< Sterilizace nosi¢i
% Molekuldrné 4 Steriliza¢ni metoda
enetické metod L)
= o Vyhodnoceni .

vysledki
Kultivaéni metody Sterilni nosié

Obrazek 14: Diagram vyvoje steriliza¢ni metody nanovlakennych nosict

A. Fyzikalni steriliza¢ni metody

Celkem bylo na nanovldkennych nosic¢ich testovano sedm fyzikalnich
steriliza¢nich metod. V souboru fyzikalnich metod sterilizace byla studovana
sterilizace pri vysoké teploté, pii vysokém tlaku, zafenim o rtizné frekvenci (UV,
mikrovlny, gama), vysokofrekven¢ni plazmou aultrazvukem. U dvou metod
(sterilizace vlhkym teplem a ultrazvukem) bylo navic testovano, zda ma na ucinnost
sterilizace vliv prostfedi nosice, konkrétné byl testovan nosi¢ ponoreny
v destilované vodé anosi¢ vsuchém stavu. Detailni postupy ujednotlivych

fyzikalnich metod sterilizace jsou uvedeny v Tab. 11.
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Tabulka 11: Prehled testovanych fyzikalnich sterilizacnich metod

teplem (autoklav)
v suchém stavu

Steriliza¢ni _
metoda Popis metody
Sterilizace vlhkym | Nanovlakenné nosice byly umistény do suché 100ml laboratorni sklenéné

lahve, ktera byla vloZena do autoklavu Unisteri HP 336, kde probéhla
sterilizace podle zvoleného sterilizacniho programu®.

Sterilizace vlhkym
teplem (autoklav)
v destilované vodé

Nanovldkenné nosice byly ponoreny do sterilni destilované vody ve 100ml
laboratorni sklenéné lahvi, ktera byla vlozena do autokldvu Unisteri HP
336, kde probéhla sterilizace podle zvoleného steriliza¢niho programus.

Sterilizace suchym

Nanovldkenné nosice byly umistény do suché 100ml laboratorni sklenéné

v suchém stavu

teplem | lahve, ktera byla vloZena do laboratorni susarny VENTICELL 55 (BMT),

kde probeéhla sterilizace pri teploté 160 °C po dobu 120 min.
Sterilizace | Nanovlakenné nosice byly vlozeny do 100ml laboratorni sklenéné lahve.
ultrazvukem | Po jejim hermetickém uzavreni byla ldhev umisténa do vodni ultrazvukové

lazné na 15 minut (frekvence 35 kHz, teplota 20 °C).

Sterilizace
ultrazvukem
v destilované vodé

Nanovlakenné nosice byly ponoteny do sterilni destilované vody ve 100ml
laboratorni sklenéné ladhvi. Po jejim hermetickém uzavieni byla lahev
umisténa do vodni ultrazvukové 14zné na 15 minut (frekvence 35 kHz,
teplota 20 °C).

Svételna
sterilizace (UV)

Nanovldkenné nosice byly umistény na sterilni hodinové sklo, které bylo
vloZeno do PCR boxu UV Sterilizing Workstation (UVP), kde probéhla
sterilizace pomoci UV zaieni o vinové délce 254 nm po dobu 30 min.

RF plazmou

Sterilizace | Nanovlakenné nosice byly umistény na sterilni hodinové sklo, které bylo

mikrovinnym | vloZzeno do mikrovinné trouby, kde probéhla sterilizace pomoci
zafenim | mikrovinného zareni o frekvenci 2450 MHz po dobu 1 min.

Sterilizace | Nanovlakenné nosice byly umistény na sterilni laboratorni sklo a vlozeny

do zarizeni technologii PACVD (Radio Frequency Plasma Activated
Chemical Deposition) od firmy PREVAC. Nosi¢e byly vystaveny
vysokofrekvencnimu elektrickému poli po dobu 1 min p¥i parametrech
napéti 120 V, frekvence 13,5 MHz a tlaku 30 Pa.

Radiacni
sterilizace

Nanovlakenné nosice byly umistény do sterilniho uzaviratelného PE sacku.
Nasledné nosice byly vystaveny davce 25 kGy gama zareni dle normy
CSN EN ISO 11137-2 ,Sterilizace vyrobki pro zdravotni pé¢i - Sterilizace
zarenim - Cast 2: Uréeni sterilizaéni davky* ve firmé BIOSTER, a.s.

5 Parametry steriliza¢niho programu autoklavu:

— steriliza¢ni teplota: 121 °C (tlak ~ 211 kPa)

— steriliza¢ni doba: 30 min

— pocet evakuaci: 4

—nastaveny tlak pti evakuaci: 8,0 kPa (evakuace 1); 10,0 kPa (evakuace 2-4)
— pocet fazi suSeni: 2

—nastavend doba suSen{: 2 min
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B. Chemické sterilizacni metody

Celkem bylo na nanovldkennych nosic¢ich testovdno sedm chemickych
sterilizacnich metod. V souboru chemickych metod sterilizace byla studovana
sterilizace absolutnim ethanolem, peroxidem vodiku, ozonem, ethylenoxidem,
roztokem chlornanu sodného ahydroxidu sodného, oxidem chlori¢itym
a glutaraldehydem. U sterilizace ozonem bylo navic testovano, zda ma na uc¢innost
sterilizace vliv prostfedi nosice, konkrétné byl testovan nosi¢ ponoteny
v destilované vodé anosi¢ vsuchém stavu. Detailni postupy jednotlivych

chemickych metod sterilizace jsou uvedeny v Tab. 12.
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Tabulka 12: Prehled jednotlivych chemickych steriliza¢nich metod

Ster:::; c(;: Popis metody
Sterilizace | Do sterilni 50ml zkumavky bylo napipetovano 50 ml absolutniho ethanolu.
absolutnim | Nanovldkenné nosice byly ponofreny do absolutniho ethanolu po dobu
ethanolem | 5 min. Béhem této doby byla zkumavka vortexovana. Ndasledné byly
nanovlakenné nosice vyjmuty a promyty 3krat ve sterilni destilované vodé
pro odstranéni reziduf steriliza¢ni 1atky - ethanolu. Stejny postup plati i pro
delsi ¢as 6 h.
Sterilizace | Do sterilni 50ml zkumavky bylo napipetovano 50 ml 30% roztoku peroxidu
peroxidem | vodiku. Nanovldkenné nosice byly ponofeny do peroxidu vodiku po dobu
vodiku (30%) | 5 min. Béhem této doby byla zkumavka vortexovana. Nasledné byly
nanovlakenné nosice vyjmuty a promyty 3krat ve sterilni destilované vodé
pro odstranéni rezidui sterilizac¢ni latky - peroxidu vodiku.
Sterilizace | Do sterilni kadinky bylo odméreno 300 ml roztoku NaClO s NaOH (SAVO;
roztokem | obsah volného chloru 95 %; 3-5 % NaClO + 0,1-1 % NaOH) v redéni 2:9
NaClO a NaOH | s destilovanou vodou. Nanovldkenné nosi¢e byly ponofeny do tohoto
vodného roztoku po dobu 30 s. Nasledné byly nanovlakenné nosice vyjmuty
apromyty 3krat ve sterilni destilované vodé pro odstranéni rezidui
sterilizacni latky. Stejny postup plati i pro delsi casy 15 min a 30 minut.
Sterilizace | Do sterilni kadinky bylo odméieno 300 ml 0,03% vodného roztoku oxidu
oxidem | chloric¢itého. Nanovldkenné nosice byly ponotreny do 0,03% vodného
chloricitym | roztoku oxidu chlori¢itétho po dobu 10az 50 min. Nasledné byly

0,006%, 0,015%,
0,03% a 0,3%

nanovladkenné nosic¢e vyjmuty a promyty 3krat ve sterilni destilované vodé
pro odstranéni rezidui steriliza¢ni latky - oxidu chloricitého. Stejny postup
plati i pro dalsi koncentrace (0,3%, 0,015% a 0,006%) roztoku oxidu
chloricitého.

Sterilizace | Do sterilni kadinky bylo odmétreno 300 ml 2%, piip. 1% vodného roztoku
glutaraldehydem | glutaraldehydu. Nanovlakenné nosice byly ponoteny do tohoto roztoku po
1% a 2% | dobu 60 az 240 min. Nasledné byly nanovlakenné nosice vyjmuty a promyty
3krat ve sterilni destilované vodé pro odstranéni rezidui sterilizacni latky -

glutaraldehydu.
Sterilizace | Nanovlakenné nosice byly umistény do sklenéné prito¢né kolony, ke které
ozonem | byl pfipojen zdroj plynného ozonu. Expozice nanovlakennych nosi¢t ozonu

v suchém stavu

trvala 30 min. Vyvoj ozonu byl zajistén pomoci generatoru ozonu OT6
(OZONTECH, s.r.o., CR), fada ANNIHILATOR, ktery produkuje ozon
ze vzduchu. Produkce ozonu byla udrZovana na 10 g/h, coZ odpovida
koncentraci ozonu 2 obj. %.

Sterilizace
ozonem

v destilované
vodé

Nanovlakenné nosice byly umistény do sklenéné Kkolony naplnéné
destilovanou vodou. Kekoloné byl pripojen zdroj plynného ozonu
z generatoru ozonu OT6 (OZONTECH, s.r.o., CR), fada ANNIHILATOR, ktery
produkuje ozon ze vzduchu. Produkce ozonu byla udrZovana na 10 g/h, coZ
odpovida koncentraci ozonu 2 obj. %. Expozice nosicti trvala 30 min.

Sterilizace
ethylenoxidem

Sterilizace nanovldkennych nosi¢d probihala ve sterilizatoru Anprolene
AN 74i (H.W.Andersen Products Ltd., Velka Britanie) dle platné normy
CSNEN ISO 11135. Nosi¢e byly pred samotnym procesem sterilizace
vloZeny do sterilizacni role (EUROSTERIL; Euronda, Italie), vniz byly
uzavieny pomoci svarecky sterilizac¢nich obalti (MILLSEAL PLUS MANUAL;
MOCOM, Italie). Sterilizace ethylenoxidem probihala za laboratorni teploty
po dobu 12 h. Nasledovalo odvétrani materiali pro eliminaci rezidui
po dobu 7 dni ptilaboratornf teploté.
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Identifikace dopadu sterilizace

Hodnoceni strukturalnich zmén nanovlakenné vrstvy po aplikaci steriliza¢nich
metod bylo provedeno jak s vyuzitim optického mikroskopu Olympus BX51M pfri
zvétSeni 100x a 200x, tak s vyuZzitim rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM)

znacky Carl Zeiss ULTRA Plus, a to pri zvétSeni 100x, 500x a 2500x.

Hodnoceni uc¢innosti sterilizace

Sterilita nanovldkennych nosi¢i po aplikaci sterilizacni metody byla
hodnocena prostrednictvim kombinace metod mikrobiologickych (kultivacnich)
a molekularné-genetickych. V pripadé molekularné-genetickych metod bylo
provedeno méreni koncentrace DNA a qPCR analyza pomoci markeru U16SRT.
Izolace DNA z nanovlakennych nosic¢t byla provedena kitem FastDNA SPIN Kit for
Soil (Tab.2). Metodika molekularné-genetickych metod je podrobné popsana
v kap. 3.2. Sterilita nanovldkenného nosice byla prokazana absenci mikroorganismii
zaznamenanou kultiva¢nimi mikrobiologickymi metodami, koncentraci DNA pod
limitem detekce (< 0,01 ng/ul) a Ct hodnotami na Grovni kontroly bez templatu
(NTC).

Po selekci souboru metod s nejvyssi ucinnosti sterilizace, jejiz aplikaci se
neméni materidlové ani strukturdlni vlastnosti nosicl, byly pro validaci téchto
metod vcetné nanovldkennych nosici z vyroby sterilizovany také nosiCe uméle
kontaminované referencnim kmenem Bacillus pumilus CCM 2218, a to jak ve formé
vegetativnich bunék, tak ve formé spor. Kmen CCM 2218 pochazi z Ceské sbirky
mikroorganismili (CCM) se sidlem v Brné a dle dostupnych udajt se jedna o kmen

pouzivany k testlim sterility dle British Pharmacopoeia.

Protokol umélé kontaminace

Rod Bacillus je povazovan za jeden z mnoha bioindikatorti primarni
a sekundarni kontaminace surovin a potravin. Bacillus pumilus je bakterie béZné se
vyskytujici v ptidé. M4 schopnost tvorit velmi tvrdé, ochranné endospory, coz
umoznuje jeho preziti i v extrémnich podminkach Zivotniho prostredi. Bakterie
Bacillus pumilus je diky své schopnosti prezit nepriznivé podminky vhodny

biologicky indikator pro kontrolu t¢innosti steriliza¢ni technologie.
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Za ucelem umélé kontaminace nanovlakennych nosic¢i referencnim kmenem

Bacillus pumilus CCM 2218 ve formé vegetativnich bunék byl proveden nasledujici

postup:
1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

Inokulum referen¢niho kmene Bacillus pumilus CCM 2218 bylo pripraveno
inokulaci kmene narostlého na Bacillus médiu (10 obj. %) do
Erlenmeyerovy banky se 100 ml Bacillus média (HM Peptone B Broth
(Himedia M807); sloZeni: pepton (10 g -1-1), HM pepton B (3 g - I'1) a NaCl
(5 g - I'1)). Banka s inokulem byla umisténa na trepacku.

Kultivace probihala cca 23-25 h pri teploté 30 °C.

Standardné rostouci kmen by mél mit v daném ¢asovém rozmezi nasledujici
parametry: hodnotu pH v rozmezi 7 - 7,2, optickou denzitu pfi vinové délce
420 nm (OD420) =2,4-2,5 aktomu odpovidajici KT] (kolonie tvorici
jednotku) cca 1013 bunék v 1 ml.

Budou-li uvadéné hodnoty platné, pak lze kmen bud’ natedit desitkovym
Ffedénim na 106, nebo upravit jeho optickou denzitu na hodnotu piiblizné
0ODa420 = 0,6, ¢imZ je rovnéz ziskano prislusné redéni. Bod 4 je platny pouze
v pripadé, Ze kultivace probéhla standardné aspliiuje parametry
definované v bodé 3.

Vzorky nanovlakennych nosic¢ii byly ponoreny do suspenze bunék kmene
Bacillus pumilus CCM 2218 skoncentraci nativnich bunék 106 abyly
umistény na trepacku po dobu 5 min.

Poté byly nanovlakenné nosice vyjmuty ze suspenze sterilni pinzetou
a ponechany cca 5 - 10 min v aseptickém boxu (flowboxu) pro ususeni.

Nasledovala aplikace vybrané sterilizacni metody za danych podminek.

Za ucelem umélé kontaminace nanovlakennych nosicti referencnim kmenem

Bacillus pumilus CCM 2218 ve formé spor byl proveden nasledujici postup:

1)

2)

Inokulum spor referenéniho kmene Bacillus pumilus CCM 2218 bylo
pripraveno inokulaci kmene narostlého v Nutrient Broth do sporula¢niho
meédia pro Bacillus pumilus (0,8 % Nutrient Broth, 0,05 mmol - I' MnCl,
0,7 mmol - 11 CaClz, 1,0 mmol-11 MgClz a500 ml destilované vody).
Po tydnu byl kmen preockovan opét do sporula¢niho média.

Pro otestovani pritomnosti spor byl odebran vzorek kultury a inkubovan

pri teploté 70 °C po dobu 40 min ve vodni lazni. Po inkubaci byl vzorkem
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3)

kultury inokulovan sterilni Nutrient Broth. Pokud se Nutrient Broth
vyrazné zakalil, byla potvrzena pritomnost spor.

Po potvrzeni pritomnosti spor bylo sinokulem ve sporula¢nim médiu
za UCelem umélé kontaminace nosicli zachazeno jako s bézZnym inokulem

Bacilla v Nutrient Broth.

Kultiva¢ni mikrobiologické metody

Kultivacni mikrobiologicka metoda detekce pritomnych mikroorganismi

na (ne)sterilizovanych vzorcich nanovlakennych nosic¢t spocivala v jejich zanoteni

do vhodného kultivacniho (Zivného) média. Tato metoda eliminovala fadu

problémi souvisejicich s potencidlnim nedostate¢nym uvolnénim bunék z povrchu

nosice a zarovein dochazelo k vyznamnému zvysSeni citlivosti této kultiva¢ni metody.

Zvyseni citlivosti metody spocivalo ve skuteCnosti, Ze i jedina nativni bunika (ktera

odolala steriliza¢nimu procesu) byla v tomto typu testl zachytitelng, kultivovatelng,

a tedy detekovatelna. PouZity provadéci protokol je nasledujici:

1)

2)

3)

4)

5)

Byla zmétena pocatecni opticka denzita pii vinové délce 420 nm (ODa420)
kultivacnich médii.

Vzorek analyzovaného nanovldkenného nosic¢e (vzdy 1 ks) byl po/bez
procesu sterilizace ponoien do 100 ml vhodného sterilniho kultiva¢niho
média umisténého ve sterilnich 250 ml Erlenmeyerovych batkach. V tomto
ptripadé byly pouzity dva typy médii: Bacillus médium a Nutrient Broth,
bézné pouzivané médium ke kultivaci Siroké skaly mikroorganismi.
Vzorky vuzavienych bankach byly nasledné umistény na trepacku
a kultivovany pftilaboratorni teploté a pri teploté 30 °C po dobu 24 ha 48 h.
Po 24 hodinach inkubace byla promérena ODas20 kultivacnich médii,
pripadné provedeno kultiva¢ni vySetfeni na agarovych plotnach (PCA)
a odecteny pocty mikroorganismi (KTJ]). Pri nejistoté ohledné zvysSeni
OD420 bylo vidy provedeno vySetfeni pomoci kultivace na agarovych
plotnach. Pokud byl predpokladan vyskyt pomalu rostoucich
mikroorganism, kontrolni interval byl prodlouzen.

V pripadé, Ze bylo detekovano zvySeni ODs20 anebo byla prokazana
pritomnost mikroorganismii prostiednictvim KT] na agarovych plotnach,

byl test povazovan za pozitivni.
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Vysledky kultiva¢nich metod byly interpretovany prostrednictvim heatmapy
na zakladé semaforového principu. Pokud byla zachycena kontaminace v nékterém
kultivacnim prostiedi ve vice nez jednom z triplikatu, byl vysledek prezentovan
cervené. Oranzoveé byly oznaceny ty vysledky, kdy dva testované vzorky (z triplikatu
testovanych) nevykazaly kontaminaci atieti vzorek ano. Uplna absence

mikroorganismi ve vSech testovanych vzorcich byla znac¢ena zelené.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Nanovlakenné nosice pro vzorkovani mikrobialni biomasy
Vysledky experimentli popsanych vtéto kapitole byly publikovany
vimpaktovaném casopise Science of the Total Environment (IF: 10,754; 2021)

a v recenzovaném casopise Vodni hospoddrstvi.

4.1.1 Morfologie a usporadani nanovlakennych nosici

Morfologie nosného vldkna sriznou linearni hustotou PU nanovldkenné
vrstvy byla charakterizovana rastrovaci elektronovou mikroskopii (SEM).
Na Obr. 15A je zobrazeno plivodni vlakno bez vrstvy nanovlaken, zatimco Obr. 15B
aObr. 15C jsou SEM mikrografy nosného vldkna s nanovldkennymi vrstvami
slinedrnimi hustotami 3 dtex a10 dtex. Jak je ztéchto obrazkd patrné,
PU nanovlakenna vrstva vykazovala propojenou strukturu snahodné
orientovanymi nanovlakny. Takova struktura poskytovala vétsi povrchovou plochu
ve srovnani se samotnou nosnou niti. Vrstva nanovlaken s vyssi linearni hustotou
hustotou (3 dtex). Tento strukturné rozmanity povrch (vysoka poérovitost, mala
velikost port a velky specificky povrch) byl ve studii Svobodova et al. (2019) popsan
jako vyznamny faktor pro podporu adheze bunék k povrchu. Na rozdil od fixace
bunék k hlad$Simu povrchu buiiky adheruji k nanovlaknim i bez produkce
extracelularnich polymernich latek, coZ ma za nasledek rychlejSi primarni

kolonizaci povrchu (Svobodova et al. 2019b).
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Obrazek 15: SEM mikrografy: (A) nité bez nanovlaken, (B) nanovlakenné vrstvy

o linedrni hustoté 3 dtex a (C) nanovlakenné vrstvy o linearni hustoté 10 dtex;

pii zvétSeni 250x a 1000x.

Vyvoj jednotlivych prostorovych tvari nanovlakennych nosicli je spolecné
s jejich silnymi a slabymi strankami znazornén na Obr. 16. VSechny tvarové varianty
se vyznacovaly relativné nizkymi naroky na vyrobu. Vyroba byla tudiz i relativné
rychla a nebylo zapotiebi specidlnich pomftcek ¢i nastroji pro docileni finalnich

podob nosicu.

PLANARNI NOSIC \ LINEARNI NOSIC \ STRAPEC CIRKULARNI NOSIC

+ flexibiln{ + absence balastniho + vysoky kontaktni + absence balastnfho
+ vysoky kontaktni materialu povrch vlaken s okolim materialu

povrch vldken s okolim + mala velikost + mala velikost + vysoky kontaktni

povrch vlaken s okolim

— pritomnost lepidla — mirné poskozeni — uzavirani oteviené

anosného prvku nanovlakenné vrstvy struktury

pii vyrobé — pfitomnost fixaéniho
— mensi kontaktni prvku

povrch vlaken s okolim

Obrazek 16: Diagram vyvoje nosi¢ii biomasy

Razné typy vyvijenych a testovanych nanovlakennych nosicl jsou zobrazeny
na Obr. 17. Usporadani nosné nité s nanovlakennou vrstvou v planarnich (Obr. 17a),
strapcovych (Obr. 17c) a cirkularnich (Obr. 17d) nosic¢ich poskytlo vyssi kontaktni
plochu mezi vlakny a okolim ve srovnani s linedrnimi nosici (Obr. 17b), jak bylo
predpokladano pii vyvoji nosicd (Obr.16). Jednim zpredpokladi pri

vyvoji linearnitho nosiCe byl vliv kompaktnosti vlaken na mikrobialni sloZeni
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biofilmu na nosic¢i vytvofenim mistnich anoxickych/anaerobnich podminek uvnitr
nosice. Hlavni nevyhodou stfapcovych a planarnich nosi¢i pro molekuldrné-
genetickou analyzu se vSak ukazala pritomnost nosného materidlu (plastova
rychlospojka, tavné lepidlo a silon) v jejich strukture, ktery musel byt pied vlastni
analyzou odstranén. V piipadé planarnich nosici byla také urcitou nevyhodou jejich
velikost a mensi mira flexibility. Vzhledem k tomu, Ze linearni a cirkularni nosice
byly sloZeny pouze z nosného vlakna pokrytého PU nanovlakny, nebyla nutna zadna
pireduprava téchto nosicli pred extrakci DNA, coz byl vyznamny fakt eliminujici

potencialni chyby a kontaminaci pti manipulaci se vzorky pred jejich analyzou.

Obrazek 17: Vyvinuté tvary nanovlakennych nosict: (a) planarni nosic,

(b) linearni nosic, (c) stirapcovy nosic¢ a (d) cirkularni nosic

Co se tyce zpracovani vzorkll nanovldakennych nosicli a vzork podzemnich
vod, DNA z nanovlakennych nosi¢ii bylo mozné po jejich transportu do laboratore
okamzité extrahovat, zatimco biomasu ze vzorki podzemni vody bylo nutné
zakoncentrovat prostiednictvim filtrace. Aplikace nanovldkennych nosic¢i tak
minimalizovala potencidlni kontaminaci vzorku. Nanovlakenné nosice navic zkratily
dobu potrebnou pro zpracovani vzorki, protoze filtrace vzorki podzemni vody
trvala v priméru 3 hodiny a uvzorkl z vrti RW6A-7 a RW6A-42 nebylo mozné
z diivodu pritomnosti faze ropnych latek (BTEX) prefiltrovat vice nez 100 ml, coz
znamenalo nizky vytéZek biomasy pro nasledné analyzy. Obecné je filtrovani vzorkt
vody casové narocné, protoze rychlost filtrace je mnohdy vyznamné sniZena
piitomnosti suspendovanych latek. VyuZiti nanovlakennych nosi¢i navic snizuje
vystaveni laboratorniho personalu pripadnym toxickym tékavym latkam
pritomnych v analyzované vodé béhem zpracovani vzorkd, které by mohlo vést

k zavaznému ohroZeni zdravi pracovnika.
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4.1.2 Vliv tvaru nosice a linearni hustoty nanovlaken na kolonizaci
mikroorganismiu

Vliv tvaru nosice alinearni hustoty nanovldken na kolonizaci nosict
mikroorganismy byl hodnocen prostiednictvim relativni kvantifikace vysledk
z real-time qPCR analyzy. Obr. 18 uvadi rozdily mezi jednotlivymi testovanymi tvary
nosicl; vsechny tvary byly vyrobeny z nosné nité s linearni hustotou PU nanovlaken
10 dtex. Linearni nosi¢, na némz byla zaznamenana nejnizsi bakterialni abundance
ve vétSiné odbérech v porovnani s ostatnimi tvary nosici, byl zvolen jako referencni
vzorek. Vzhledem k velmi nizké koncentraci biomasy detekované v monitorovacich
vrtech na zac¢atku monitoringu, bylo prvni vzorkovani nosi¢ii provedeno 4 mésice
po jejich zanofeni.

RW6A-42 RW6A-45

nuas VARH S9T
vjjuesy [agedy

Relativni kvantita
16S rRNA genu
ra

P

0.25 0,25

0,125 0,125

4 8 15 27 4 8 15 27 4 8 15 27
Doba [mésic] Doba [mésic] Doba [mésic]

|E L ... linearni S ... stfapec EA P ... plandrni C ... cirkuldrni

Obrazek 18: Porovnani bakteridlni abundance mezi linearnim nosicem
(referen¢nim vzorkem) a ostatnimi tvary nosicti z monitorovacich vrti
prostiednictvim relativni kvantifikace. VSechny nosice byly vyrobeny z nosné nité

s ndnosem PU nanovlaken o linearni hustoté 10 dtex.

Vv

Ve vétsSiné odbérech (83 %) byla detekovana bakterialni abundance vyssi na
nosicich cirkularnich a planarnich v porovnani s dalSimi dvéma tvary. Tento trend
byl pravdépodobné zptlisoben vétsi kontaktni plochou vody s vlakny u cirkularnich
a planarnich nosici (Obr. 17).

Vliv pritomnosti a linedrni hustoty nanovlakenného nanosu na kolonizaci
nosicli mikroorganismy byl hodnocen na vzorcich nosi¢li z monitorovaciho vrtu
RW6A-42. Nosice vSech testovanych tvarovych variant bez nanovlakenného nanosu
slouZily jako referencni vzorky pro relativni kvantifikaci (Obr. 19). V témér vSech

odbérech (81 %) byla detekovana bakterialni abundance vyS$i na nosicich

s nanovlakennym ndnosem neZ na nosiCich vyrobenych pouze znosné nité.
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Mezi nosici s linearni hustotou nanovlaken 3 dtex a 10 dtex byly pozorovany pouze
nepatrné rozdily v mnozstvi ptitomné bakteridlni biomasy, coz mohlo byt
zplsobeno malymi rozdily mezi jednotlivymi nanovlakennymi nanosy, jak je patrné

z jejich struktur zobrazenych na Obr. 15.
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Obrazek 19: Porovnani bakteridlni abundance pritomné na nosicich vyrobenych
pouze z nosné nité a nosicich s PU nanovlakennou vrstvou (3 dtex a 10 dtex)
v kazdém odbéru prostrednictvim relativni kvantifikace. Pro hodnoceni byly

pouzity nosice z monitorovaciho vrtu RW6A-42.

Nosice biomasy s linearni hustotou PU nanovlakenné vrstvy 10 dtex byly také
predmétem studie Lhotského et al. 2017. Autori testovali nanovlakenné nosice pro
pasivni vzorkovani mikrobialni komunity v podzemni vodé kontaminované BTEX,
chlorovanych etheni (CIE) a farmaceutickych latek. Bylo zjisténo, Ze tyto nosice jsou
aplikovatelné pro hodnoceni in-situ bioremediace. V biofilmu pritomném
na nosicich byl navic detekovan specificky funkcni gen kddujici klicovy enzym pro
degradaci pritomné kontaminace (Lhotsky et al. 2017). Nicméné, v této studii bylo
vnémZ byla nosna nit

pouzito odliSné prostorové usporadani nosice,

s PU nanovlakny fixovana na polyamidové podptlirné konstrukci, ktera musela byt
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pied izolaci DNA kompletné odstranéna. NosiCe vyvinuté a testované v této Casti

disertacni prace byly koncipovany tak, aby tato preddprava nebyla vyZzadovana.

4.1.3 Vyvoj sloZeni mikrobialni komunity

Taxonomické sloZeni biofilmu bylo sledovano na vSech tvarovych variantach
nosicli ve vrtu s nejvy$sim bakteridlnim oZivenim (RW6A-7) v priibéhu monitoringu
(Obr. 20). Mikrobialni komunita biofilmu pritomného na vSech testovanych
nanovlakennych nosicich zjednotlivych odbéri obsahovala podobnou skupinu
abundantnich taxon, tzv. core mikrobiom. Tvar nosice biomasy tedy nemél vyrazny
vliv na zastoupeni majoritnich bakteridlnich roda pritomnych v biofilmu na povrchu
jednotlivych testovanych nosicli. Rozdily v taxonomickém sloZeni mezi tvarovymi
variantami nosicli byly zpilisobeny minoritnimi mikrobidlnimi zastupci s relativni
abundanci mensi nez 5 %. Specifické bakteridlni kmeny, vCetné Proteobacteria,
Firmicutes a Bacteroidetes, byly dominantni vriznych relativnich abundancich
béhem sukcese biofilmu na nanovlakennych nosicich a v podzemni vodé az do
posledniho vzorkovani. Tonaznacuje, Ze komunita biofilmu piitomna
na nanovlakennych nosic¢ich byla ur¢ena pocate¢nimi mikrobidlnimi kolonizatory.
Hlavni role okolniho prostredi v pocatetni tvorbé biofilmu byla pozorovana
i v predchozich studiich. Taxonomické slozeni komunit biofilmu se vsak v pribéhu
casu obvyKkle liSilo od sloZeni okolni vody (Basili et al. 2020; Pinto et al. 2019; Vick
et al. 2019). V drive publikovanych studiich bylo zjisténo, Ze hlavni bakteridlni
celedé identifikované v prvnim, druhém a tietim odbéru vzorkt, Anaerolineaceae,
Burkholderiaceae, Methanocorpusculaceae, Peptococcaceae, Pseudomonadaceae
a Syntrophomonadaceae, jsou spojené s reduktivni dechloraci (Dang et al. 2018;
Némecek etal. 2017; Dolinova etal. 2017; Jin et al. 2020; Weatherill et al. 2018). Tim
byla prokazana aplikovatelnost nanovldkennych nosi¢ii pro monitorovani

bioremediacnich procesti na kontaminovanych lokalitach.
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Obrazek 20: Taxonomické sloZeni mikrobidlni komunity detekované ve vzorcich
nosici a v podzemni vodé v pribéhu ¢asu ve vrtu RW6A-7 s taxony na urovni
Celedé. Pruhy se vzorem reprezentuji archealni a bakterialni taxony na trovni
celedé o frekvenci niZsi neZ 5 % z celkové klasifikovanych sekvenci. Bilé pruhy

reprezentuji archealni a bakterialni taxony neklasifikované na trovni Celedé.

SloZeni mikrobialni komunity se ve vSech vzorcich béhem 12 mésicli mezi
tretim a Ctvrtym odbérem vyrazné zmeénilo (Obr. 20). Relativni Cetnost vétSiny
dominantnich taxoni z tfettho odbéru se snizila pod 5 % a podil minoritniho kmene
se na vSech nosicich zvySil nad vice nez 50 %. Konkrétné se jednalo o bakterialni
kmen Desulfobacterota, ktery po 27 mésicich od zanoreni nosi¢li dominoval
(s primérnou relativni ¢etnosti azZ 72 %) v komunité biofilmu na nanovlakennych

nosicich. Bakteridlni kmen Desulfobacterota byl jeden ze ¢tyt kment, které byly
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vytvoreny reklasifikaci tridy Deltaproteobacteria, a zahrnuje mnoho organismi
schopnych disimilac¢ni redukce siranti (Waite et al. 2020). Vyrazna zména ve sloZeni
bakteridlni komunity biofilmu po 27 mésicich od zanofeni nosicli byla
pravdépodobné dlisledkem probihajicich sanacnich aktivit v blizkosti
monitorovacich vrtd realizovanych pred poslednim odbérem vzorkl. Vzhledem
k tomu, Ze monitorovaci vrty byly soucasti sanované lokality kontaminované nejen
BTEX, ale i CIE, byla biostimulace anaerobni reduktivni dechlorace jednou
zmoznych pric¢in detekovanych zmén ve sloZeni bakterialni komunity pritomné
na nosi¢ich biomasy. Na této lokalité byla v minulosti ve Spolchemii nékolikrat
aplikovana syrovatka, glycerol ananocastice nulamocného Zeleza za ucelem
stimulace anaerobni reduktivni dechlorace. Tento typ aplikace mohl s nejvétsi
pravdépodobnosti vést ke sniZeni rozpusténého kysliku a elektrochemického redox
potencidlu v podzemni vodé, coz podporilo rist bakterii redukujicich sirany
(Obr.20). Tento jev je ve shodé také sjinymi studiemi na lokalitach
kontaminovanych CIE, ve kterych byla pozorovdna vysokda abundance bakterif
redukujicich sirany po in-situ aplikaci nulamocného nanoZeleza a syrovatky
(Némecek et al. 2016) nebo po in-situ injektaZzi glycerolu (Atashgahi et al. 2017).

Komunita detekovand v podzemnich vodach abiofilmech sdilela vétSinu
vysoce abundantnich taxont. Ty byly pritomny v riznych relativnich abundancich
v pribéhu monitoringu az do posledniho vzorkovani (Obr. 20). Po 27 mésicich od
zanofeni nosici byla celed Pseudomonadaceae nejabundantnéjSim taxonem
(s podilem 46 %) identifikovanym v podzemni vodé. Na nanovlakennych nosicich
vSak méla tato Celed’ v celkové mikrobidlni komunité mensi zastoupeni (v rozmezi
0,8%-9,2%). MoZnym vysvétlenim tohoto faktu je, Ze vzhledem Kk proudéni
podzemni vody ve vrtu bylo sloZeni mikrobidlni komunity v podzemni vodé
nachylnéjsi ke zméndm chemismu neZ mikrofléra v biofilmu. To bylo potvrzeno
také nizkym vyskytem bakterii redukujicich sirany ve vzorku podzemni vody, coZ
korespondovalo s absenci, respektive relativné rychlym vyplavenim sanac¢niho
¢inidla vedouciho k redukénimu prostiedi z monitorovaciho vrtu.

Mikrobidlni diverzita vjednotlivych vzorcich v pribéhu dlouhodobého
monitoringu byla stanovena prostrednictvim druhové bohatosti (Obr. 21a)
a vyrovnanosti odvozené zinverzniho Simpsonova indexu (Obr. 21b). Druhova

bohatost, tj. pozorovany pocet operacnich taxonomickych jednotek (OTU)
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pritomnych ve vzorku, a vyrovnanost se zvySovaly v pribéhu sukcese biofilmu
na nanovlakennych nosic¢ich az do zavérecného vzorkovani. Na zakladé tohoto
trendu, zaznamenaného téz ve studii Douterelo et al. (2018), Ize vyvodit, Ze mensi
mnozstvi bakterii zpocatku kolonizovalo povrch nosice a poté se biofilm vyvinul
smérem k rozmanitéj$i komunité. NiZ$i vyrovnanost spoleCenstva zaznamenana
po 15 mésicich na linedrnim nosi¢i v porovnani sdalSimi nosi¢i indikovala,
Ze prostiedi linedrniho nosi¢e podporovalo riist urcitych taxonti nad ostatnimi.
Tento vyvoj korespondoval s predpokladem, Ze kompaktnost vlaken nosice by
mohla mit vliv na mikrobialni sloZeni biofilmu na nosi¢i vytvorenim mistnich
anoxickych podminek uvnitf nosice. Naopak v biofilmech na planarnich,
strapcovych a cirkuldrnich nosic¢ich doslo pravdépodobné k ¢astecnému potlaceni
konkurenc¢niho boje pritomnych mikroorganismi. K tomu dochéazi v ptipadé, kdyz
maji pritomné dominantni taxony stejné ¢i podobné podminky pro rtst, jako je
dostatek zdrojt uhliku, zivin, kysliku apod. Tento trend je typicky pro biofilm ve fazi
maturace, ktery ma komplexni prostorovou strukturu poskytujici pritomnym
mikroorganismiim vysokou variabilitu stanovist, Sirokou $kalu dostupnych zdrojt
uhliku a interni transport Zivin, vody a kysliku (Jackson et al. 2001). Po 27 mésicich
od zanoreni nosicli se oba pozorované indexy diverzity vyrazné snizily (Obr. 21a, b).
To bylo pravdépodobné zptlisobeno jiZ zminovanou aplikaci sanacnich cinidel
v blizkém okoli monitorovacich vrtli. Sanacni aplikace poskytla vyhodu bakteriim
redukujicim sirany v biofilmu, jak ukazuje Obr. 20, coZ ovlivnilo vyrovnanost

komunity.
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Obrazek 21: Porovnani alfa diverzity na nanovlakennych nosicich a v podzemni
vodé v pribéhu ¢asu vyjadiené pomoci druhové bohatosti (a) a inverzniho
Simpsonova indexu (b). (c) Multidimenzionalni skalovani (MDS) ordinace
Bray-Curtisovych vzdalenosti mezi bakterialnimi komunitami nosi¢i a vzorki

podzemni vody z monitorovaciho vrtu RW6A-7.

Rozdily v mikrobialni diverzité mezi jednotlivymi vzorky byly vizualizovany
pomoci MDS ordinace odvozené z matice vzdalenosti vypoltené na zakladé
Bray-Curtisovy vzdalenosti (Obr. 21c). Na tomto diagramu je podobnost mezi
vzorky dana jejich blizkosti, tedy ¢im mensi vzdalenost je mezi dvéma body, tim je
mezi témito body/vzorky vétsi podobnost (viz kap. 3.2.4). MDS diagram odhalil
tésné shlukovani vzorkd nosi¢li odebranych po 4 mésicich od umisténi nosici
ve vrtu RW6A-7. To odpovida velmi malym zménadm v mikrobidlni komunité mezi
tvary nosicti, coz bylo viditelné i na taxonomickém slozeni vzorkd (Obr. 20). Tento
jev ukazuje, Ze tvar nosiCe alinearni hustota nanovlaken mély pouze maly vliv
na mikrobialni diverzitu béhem adheze a pocatec¢ni tvorby biofilmu. Charakteristiky
nosice biomasy meély vyznamnéjsi vliv az v pozdéjsi sukcesni fazi, coz koresponduje

také s jinymi studiemi (Felfoldi et al. 2015; Pinto et al. 2019). Po prvnim odbéru se
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rozdily ve sloZeni biofilmu mezi vzorky nosi¢ii odebranymi v rdmci jednoho odbéru
postupné zvétSovaly. To bylo s nejvétsi pravdépodobnosti zplisobeno maturaci
(zranim) biofilmu, a v pripadé zavérecného odbéru jiZz zminovanou aplikaci
sanacniho ¢inidla v blizkosti monitorovactho vrtu.

MDS diagram (Obr. 21c) také odhalil, Ze podobnost mezi podzemni vodou
a shlukem nosicli, zejména planarnich nosicli, se béhem 4 mésici mezi prvnim
adruhym vzorkovanim zvysila. Vzorky nosicli z posledniho odbéru (27 mésicl
od zanotenf) byly vyrazné oddéleny od vSech predchozich vzorki, pravdépodobné
z dlivodu sanacniho zasahu v blizkosti monitorovaciho vrtu. Navic v poslednim
odbéru byl vzorek podzemni vody viditelné oddélen od vzorki nosict a byl vice
podobny vzorkim z prvniho a druhého odbéru. Tento jev lze vysvétlit tim, Ze
mikrobialni komunity pritomné v biofilmu jsou chranény extracelularni matrici
pred vlivy okolniho prostredi, napf. sanatnim cinidlem, na rozdil od
mikroorganismi pritomnych v planktonni formé. Dal$im vysvétlenim mize byt také
rychly navrat bakteridlni komunity piitomné v podzemni vodé na jeji ptivodni
slozeni (slozeni pred sana¢nim zasahem), a to diky postupnému vyplaveni
sanacniho ¢inidla z vrtu.

Souhrnné lze konstatovat, Ze studium mikrobidlnich komunit na
nanovlakennych nosicich v priibéhu ¢asu odhalilo zanedbatelny vliv tvaru nosice
atestované linedrni hustoty PU nanovldken na taxonomické sloZeni biofilmu.
To bylo pozorovano jak pti tvorbé biofilmu, tak po aplikaci sana¢niho ¢inidla. Béhem
maturace biofilmu se rozdily v mikrobialni diverzité mezi vzorky nosic¢e a podzemni
vody snizily, ale Zddny tvar nosice nevykazoval vyraznou podobnost s podzemni
vodou ve vSech odbérech. Mikrobidlni komunita pfitomnd na nosicich navic
odrazZela zmény v chemismu podzemni vody pozorované napiiklad béhem aplikace
sanacniho ¢inidla v blizkosti monitorovaného vrtu. Nanovlakenné nosice tak mohou
byt pouZity pro hodnoceni taxonomického sloZeni mikrofléry v podzemni vodé

Z monitorovacich vrta.
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4.1.4 Porovnani sloZzeni mikrobialnich komunit mezi riznymi
matricemi

Variabilita mikrobidlnich komunit ve vzorcich nosic¢t, podzemni vody a ptidy
byla hodnocena stanovenim taxonomického sloZeni zobrazeném ve formé Krona
grafii (Obr. 22) a alfa a beta diverzitou (Obr. 23). Vzorky matric byly odebrany z vrtu
RW6A-42, vijehoZz bezprostredni blizkosti byla mozZzna realizace vrtné prace,
tj. odbéru vzorku piidy. Podobné taxonomické sloZeni bylo pozorovano mezi
jednotlivymi nanovldkennymi nosici, jejichz dominantnimi bakteridlnimi celedémi
byly Rhodocyclaceae, Comamonadaceae, Moraxellaceae, Dethiosulfatibacteraceae,
a Hungateiclostridiaceae. Krona grafy jednotlivych uspofaddani nanovldkennych
nosicl jsou uvedeny v piiloze B. Ve vzorku podzemni vody tvofiila bakterialni celed’
Moraxellaceae vice nez polovinu identifikované taxy (58%). Bakteridlni Celed’
Hungateiclostridiaceae tvorila vice neZ jednu tretinu identifikované taxy (37%)
v plidnim vzorku odebraného z hloubky 8,4 m. Naproti tomu mikrobialni komunita
ptidniho vzorku odebraného zhloubky 7,2m (hloubka podzemni vody se
pohybovala od 3 m do 4 m pod povrchem) byla tvofena taxony s procentualnim
podilem 10 % ¢i nizS§im. Rizna taxonomicka slozeni v pidnich vzorcich ze dvou
raznych hloubek indikovala vysokou prostorovou heterogenitu podlozi, proto ziskat
pirehled o autochtonni plidni mikroflofe na dané lokalité bylo znacné obtiZné.
Pro zisk reprezentativni pldni mikroflory ve vymezeném prostoru je bézné
odebiran tzv. smésny vzorek, coZ je nékolik dil¢ich vzork pilidy smisenych
dohromady. Jednou z metod odbéru smésného vzorku ptlidy je klasicka ¢tvercova
metoda, béhem niZ je pouzito pét vzorkovacich bodd, jeden ve stiedu ¢tverce a ¢tyfti
v jeho rozich (Hrdlicka 2007; Onet et al. 2019). Odbéry smésného vzorku plidy jsou
ekonomicky a Casové narocCné, zejména v piipadé monitoringu pidni mikrofléry
v hloubce vétsi nez 1 m pod povrchem.

Rozdily v proporciondlnim zastoupeni taxont (napt. Moraxellaceae
a Hungateiclostridiaceae) byly pozorovany napii¢ rdznymi matricemi (nosic,
podzemni voda a ptida). Tato odchylka byla pravdépodobné zptlisobena rozdily
v podminkdch mezi matricemi, tj. skupenstvi, koncentrace kysliku, ptrisun Zivin
apod. Nicméné vétSina bakteridlnich celedi s relativnim zastoupenim vice nez 2,5 %

v podzemni vodé nebo ptidé byla detekovana zaroven na nanovlakennych nosicich.
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Obrazek 22: Taxonomické sloZeni a relativni abundance majoritnich taxont
(> 2,5 %) detekovanych ve vzorcich nanovlakennych nosicii biomasy, podzemni
vody a piidy odebranych z monitorovaciho vrtu RW6A-42 a jeho okoli

prezentované formou Krona grafti.
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Mikrobialni diverzita v jednotlivych matricich byla vyjadrena prostiednictvim
druhové bohatosti (Obr. 23a) a vyrovnanosti odvozené z inverzniho Simpsonova
indexu (Obr. 23b). NejniZsi druhova bohatost byla mezi matricemi zjisténa u vzork
nanovlakennych nosic¢t a nejvyssi u ptidniho vzorku odebraného z hloubky 7,2 m.
U obou parametri alfa diverzity byla zaznamendna prostorova heterogenita mezi
ptdnimi vzorky. Vyrazné vyssi diverzita, tj. vy$s$i hodnoty obou parametrd, byla
detekovdna uvzorku plidy odebrané zhloubky 7,2 m, zatimco hodnoty obou
parametrti uvzorku pudy odebrané zhloubky 85m byly mirné vySsi nez
u nanovlakennych nosici. V pripadé vzorku podzemni vody byla pozorovana vysoka
druhova bohatost, ale nizky inverzni Simpsontiv index, coZ odpovidad vysokému

podilu bakterialniho rodu Acinetobacter ve vzorku (Obr. 22) a velkému mnoZstvi

minoritnich taxont, ke kterym je Simpsoniiv index méné citlivy.
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Obrazek 23: Porovnani alfa diverzity ve vzorcich nanovlakennych nosici, ptidy
a podzemni vody, vyjadrené pomoci druhové bohatosti (a) a inverzniho
Simpsonova indexu (b). (c) Multidimenzionalni skalovani (MDS) ordinace
Bray-Curtisovych vzdalenosti mezi bakterialnimi komunitami detekovanymi
na nosicich, v podzemni vodé a ptidé odebranymi z monitorovaciho vrtu RW6A-42

a jeho okoli.
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Rozdily v mikrobidlni diverzité mezi jednotlivymi vzorky byly vizualizovany
ve dvou rozmérech pomoci MDS ordinace odvozené z matice vzdalenosti vypoctené
na zakladé Bray-Curtisovy vzdalenosti (Obr. 23c). MDS diagram ilustruje tésné
shlukovani vzorkd nosicli, zatimco vzorky podzemni vody a plidy byly viditelné
oddéleny od nosicli ataké od sebe navzdjem. Vysokd mikrobidlni diverzita mezi
nosi¢i apodzemni vodou, kterd neodpovida vzorkiim z monitorovaciho vrtu
RW6A-7 (Obr. 20), byla pravdépodobné zplisobena vzorkovanim podzemni vody
z vrtu RW6A-42 metodou malého ¢erpaného mnoZstvi. Na rozdil od monitorovaciho
vrtu RW6A-42 byly vzorky podzemni vody odebirany primo z vrtu RW6A-7. Metoda
malého ¢erpaného mnozstvi byla pouZita k ziskani vzorku podzemni vody z mista
odbéru vzorkid pldy za ucCelem porovnani matricc. MDS diagram spolu
s taxonomickym slozenim vzorkdl (Obr.22) odhalil, Ze environmentalni
a prostorova heterogenita brani urceni sloZeni mikrobialni komunity jedné matrice
pomoci jiné matrice. Toto pozorovani je také v souladu se studii autorid Luo et al.
(2020). Dlouhodoby monitoring mikrobidlnich komunit na nanovlakennych
nosicich a v podzemni vodé, ve které byly nosice ponoteny (Obr. 20-23), ukazal, Ze
priblizné stanoveni mikrobidlniho sloZeni mtZe byt relevantni, pokud jsou rtzné
matrice v kontaktu nebo v tésné blizkosti. Aplikace nosict k analyze ¢etnosti taxonti

v podzemni vodé a ptidé tedy vyzaduje dalsi studium.

4.1.5 Testovani nosica na dalSich lokalitach

Na zakladé vysledkii dlouhodobého monitoringu byly cirkularni nosice
s linedrni hustotou nanovldken 10 dtex vybrany jako nejvhodnéjsi kandidati pro
testovani na dalSich lokalitach (Tab. 13). Vzorkovaci procedura byla stejna jako
u dlouhodobého experimentu v pripadé vzorkovani z podzemnich vod

(viz kap. 3.4.1).
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Tabulka 13:

Seznam lokalit, na kterych byly testovany cirkuldrni nanovlakenné

nosice pro vzorkovani mikrobialni biomasy

podzemni voda

a jeji okoli

hexachlorocyklohexanu

monitorovaci vrty

CIE + ropné latky

Typ vody Lokalita Sledovana kontaminace Cilové mikroorganismy
pitnd voda studna veSkeré bakterie
povrchova voda rybnik veSkeré bakterie
monitorovaci vrty CIE + BTEX
bioreaktivni permeabilni sténa izomery bakterie podilejici se na

degradaci ptitomné
kontaminace

laboratorni diskontinualni reaktory CIE + methan

skladkova voda

systém biologického ¢isténi vody

z rekultivované skladky TKO slou¢eniny dusiku

(de)nitrifika¢ni bakterie

Ve vSech testovanych prostredi

byly na nosicich detekovany cilové

mikroorganismy a v pripadé pitné apovrchové vody bylo stanoveno sloZeni

pritomné mikrofldry, které je niZe popsano. Z testovani nosici i na dalsich lokalitach

vyplynuly nasledujici vyhody jejich aplikace:

uspora ¢asu pri zpracovani vzorkd,

vyznamné nizsi riziko kontaminace vzorku pfi jejich zpracovani,
eliminace rizika expozice laboratorniho personalu pripadnym toxickym
latkdm béhem filtrace kapalnych vzorkd,

uzivatelsky priznivéjsi transport nanovlakennych nosi¢i ve sterilnich
uzaviratelnych PE sacécich (velikost nosice je 1,5x3x0,5cm, coZ
predstavuje objem max. 2,3 cm3) v porovnani s transportem kapalnych
vzorkl ve sterilnich sklenénych lahvich (minimalni objem je 500 cm3),
eliminace odbért kapalnych vzorki pro monitoring pritomné specifické
mikroflory ze systému somezenym objemem, napf. zlaboratorniho
diskontinualniho reaktoru s nizkym mikrobidlnim oZivenim,

nosice nahrazuji odbér kapalnych vzorkd, ve kterych mohou byt ptitomny
latky inhibujici molekularné-genetické analyzy, nedochazi tudiZ k chybam

béhem analyze.

Nicménég, je treba zminit i nevyhody aplikaci nanovlakennych nosic¢ti pro

vzorkovani mikrobidlni biomasy. Mezi

hlavni nevyhodu patifi potencialni

uvolnovani nanovlaken do Zivotniho prostredi. Ve vSech experimentech této prace

6 Inhibi¢cni latky jsou ptitomné naptiklad v odpadnich a skladkovych vodach. Pro
zakoncentrovani biomasy u vzorkd téchto vod pied izolaci DNA je pouZivana centrifugace, béhem
niZ dochazi ik zakoncentrovani inhibi¢nich latek. Pritomnost inhibi¢nich latek snizuje kvalitu
izolované DNA. Vice informaci je uvedeno v kap. 2.2.1 a 3.2.3.

82



vSak vykazovala nanovldkenna vrstva na bazi polyurethanu chranéna tangencialnim
ovinem stabilitu a v pripadé jejilho posSkozeni byla sice narusSena jeji celistvost,
ovSem nedoslo kjejimu rozpadu. Pokud doSlo kuvolnéni nanovldken v ramci
experimentd, bylo jejich mnoZstvi zanedbatelné. Dalsi nevyhodou nanovlakennych
nosi¢i mohou byt naklady na jejich pripravu, které se ale s pokrokem technologii
vyroby nanovlaken a s rostoucim mnozstvim vyrabéného materialu neustale snizZuji.
Obecné pro vzorkovani mikrobidlni biomasy ve vodnim prostiedi pomoci nosict
miiZe byt nevyhodou, Ze mikrofléra na nosicich reflektuje biofilm na sténach vrtu,
nadrze apod. a nemusi obsahovat vSechny taxony pritomné ve vodé. Presto v ramci
dlouhodobého monitoringu (viz kap. 4.1.3) komunita na nosic¢ich ave vodnich
vzorcich sdilela vétSinu vysoce abundantnich taxont, az na vzorky odebranych po
sana¢nim zasahu v okoli monitorovaciho vrtu. Jedna z potencidlnich nevyhod
aplikace nosi¢ii ve vodnim prostredi, které se vyznacuje nizkym mikrobidlnim
ozivenim, miize byt mikrobidlni kontaminace vody zptisobena nesterilnimi nosici.
Tomu je moZné predejit sterilizaci nosici pred jejich aplikaci, coZ je FeSeno v ramci
posledni ¢asti této disertacni prace (viz kap. 0).

Celkové je mozné konstatovat, Ze cirkuldrni nanovlakenné nosice se ukazaly
jako vhodny ndstroj pro monitoring vesSkeré a specifické mikrobidlni biomasy
ve vSech testovanych prostredich. MozZnou optimalizaci vzorkovani mikrofléry
nanovladkennymi nosic¢i by v pripadé monitoringu zaméreného na detekci urcité
mikrobiadlni skupiny ¢i specifického mikroorganismu mohla byt modifikace
nanovlakenné vrstvy nanosic¢ich, napt. funkcionalizaci povrchu specifickymi
protilatkami pro detekci patogennich bakterii (Pal et al. 2017; Ayu Widyasari et al.
2022). Modifikace by mohla podporit povrchovou kolonizaci specifickymi

mikroorganismy a tim zvysit pravdépodobnost detekce urcitého mikroorganismu.

Pitna a povrchova voda

Na nosi¢ich umisténych do rybniku a studny, stejné tak ve vzorcich vod
z téchto lokalit, byla kromé celkového mnozstvi bakterialni biomasy analyzovana
také mikrobialni diverzita pomoci NGS analyzy. Celkové archealni a bakterialni
oZiveni najednom nanovlakenném nosi¢i (3 m nosné nité snanovlakennym
nanosem) bylo v pripadé studny vyznamné vyssi neZ ve vzorku vody o objemu 1 1,

zatimco v pripadé rybniku bylo pouze mirné vyssi nez ve vzorku vody o objemu 0,3 1.

Mikrobialni sloZeni bakterialni komunity pritomné na nosicich a ve vzorcich vody
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odebranych ze studny a z rybnika je prezentovano formou Krona grafii na Obr. 24.
VétSina majoritnich taxont identifikovanych ve vzorcich vod byla detekovana také
ve vzorcich nosi¢li. Taxony pritomné na nosi¢ich pravdépodobné reflektovaly
biofilm na sténach studny ¢i vrybniku. Nanosi¢ich byla detekovana vyssi
mikrobidlni diverzita v porovnani svodou vobou pripadech, konkrétné byly
na nosicich pozorovany vyssi parametry alfa diverzity, druhova bohatost a inverzni
Simpsontv index. Tento trend indikuje, Ze biofilm pritomny na nosicich byl jiz
ve fazi maturace, tedy mél komplexni prostorovou strukturu poskytujici pritomnym
mikroorganismiim vysokou variabilitu stanovist, Sirokou skalu dostupnych zdrojt
uhliku ainterni transport Zivin, vody a kysliku. V takovém prostiedi dochazi
k potlaceni konkurencniho ristu pritomnych mikroorganismii, protoZe dominantni
taxony vyuzivaji rizné zdroje anebo se vyskytuji v odlisSnych oblastech biofilmu

(Jackson et al. 2001).
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Obrazek 24: Taxonomické sloZeni a relativni abundance majoritnich taxoni
(> 2,5 %) detekované ve vzorcich nosicli a vody odebranych z rybnika a studny

prezentované formou Krona grafti.
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4.1.6 Shrnuti

Piinos metody vzorkovani mikrobidlni biomasy prostrednictvim vyvinutych
nanovldkennych nosi¢li namisto vzorkil vod ajejich filtrace byl prokazan jak pfti
dlouhodobém monitoringu na realné kontaminované lokalité, tak ibéhem
monitoringu na dalSich lokalitdch s odliSnymi typy vod. Hlavni vyhody nosict
spocivaly v jednoduchosti a tedy rychlosti manipulaci s nosi¢i b€hem vzorkovani,
ve vyrazné mens$im objemu chladiciho kontejneru nezbytného pro transport nosica
a predevs$im ve vyznamném zkraceni doby zpracovani vzorkl pired izolaci DNA,
tudiz i v minimalizaci potencialni kontaminace vzorku.

Porovnani nosici srlznymi tvary ananovlakennymi vrstvami béhem
27mésicniho monitoringu prokazalo, Ze cirkularni a planarni nanovlakenné nosice
vykazovaly nejrychlejsi mikrobidlni Kkolonizaci povrchu. Zatimco rizné
charakteristiky nosicli (tvar, nanovlakenny nanos) vyznamné neovlivnily sloZeni
mikrobidlni komunity béhem tvorby biofilmu, mikrobialni diverzita mezi
jednotlivymi variantami nosici se béhem maturace biofilmu postupné zvysSovala.
Analyza mikrobidlni komunity ve vzorcich pidy, podzemni vody a nosici prokazala,
Ze environmentdlni a prostorova heterogenita brani pouZiti jedné matrice
k presnému odhadu sloZeni mikrobidlni komunity jiné matrice, pokud nejsou
matrice v kontaktu nebo v tésné blizkosti. Nanovldkenné nosi¢e tak mohou byt
pouzity k odhadu sloZeni mikrobialni komunity v podzemni vodé a pravdépodobné
také v biofilmech na sténach vrta.

Cirkularni nanovladkenné nosice byly vybrany jako nejvhodnéjsi typ nosice
pro vzorkovani mikrobidlni biomasy pred molekularné-genetickymi analyzami,
jelikoZ nejsou tvoreny Zadnym balastnim ¢i podpirnym konstrukénim materialem,
ktery by musel byt pred analyzami odstranén (napf. lepidlo, vlasce, plastové spojky
a jiny konstrukéni material). Nanovlakenné nosice se ukazaly jako Ucinny nastroj
pro charakterizaci mikrobialnich konsorcii pritomnych v podzemnich vodach
(nejen) na kontaminované lokalité, kde zména v mikrobialni komunité biofilmu

jasné indikovala sanac¢ni zasah realizovany v blizkém okoli monitorovaciho vrtu.

86



4.2 Intenzifikace biologického ciSténi skladkové vody

V druhé experimentalni ¢asti disertacni prace byly nejprve testovany nosice
s nanovlakennou vrstvou pripravenou AC aDC elektrospinningem ve dvou
laboratornich bioreaktorech R1 a R2, kde jako natok byla pouZita smés skladkové
vody (prooxidované v pripadé bioreaktoru R2) akomundlni odpadni vody.
Na zakladé dosazenych vysledkl byl poté zvolen typ nanovlaken pro dlouhodoby
test se skladkovou vodou realizovany ve c¢tyrech bioreaktorech A,B,CaD

provozovanych v riiznych experimentalnich usporadani.

4.2.1 Charakterizace nanovlakennych nosict

Clenitost povrchi jednotlivych PU nanovlakennych vrstev vyrobenych DCa AC
zvlaknovanim analyzovana pomoci konfokalni mikroskopie je uvedena na Obr. 25
spolecné se snimKky rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM). Pomoci konfokalni
mikroskopie byla stanovena priimérna drsnost povrchu vlaken 14,867 pm
u DC nanovldkenné vrstvy (10dtex) a 15,851 um uAC nanovldkenné vrstvy
(2x230 dtex). Primér vlaken v DC nanovlakenné vrstvé byl 304 + 23 nm, zatimco
v AC nanovladkenné vrstvé byl 339 * 57 nm. PrestoZe byla linedrni hustota
u AC nanovlakenné vrstvy vyrazné vyssi nez u DC nanovldkenné vrstvy, rozdily
v povrchové drsnosti aprimeéru vldken mezi nanovldkennymi vrstvami byly
minimalni. Rozdily mezi vrstvami jsou viditelné na SEM snimcich (Obr. 25),
konkrétné mensi prostory mezi nanovlakny u AC nanovlakenné vrstvy v porovnani

s DC nanovlakennou vrstvou vedouci k vyssi porozité vrstvy.
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Obrazek 25: Snimky povrchu nosné nité s nanovlakennou vrstvou na bazi PU
pripravenou pomoci DC elektrospinningu (A) a AC elektrospinningu (B)
z konfokalniho mikroskopu pti zvétSeni 50x a rastrovaciho elektronového

mikroskopu pfti zvétSeni 500x a 5000x.

4.2.2 Pilotni testovani nanovlakennych nosica se skladkovou vodou
Vysledky zqPCR analyzy nanovlakennych nosi¢ii biomasy a suspenze
aktivovaného kalu odebranych z reaktorti R1 (natok skladkové vody bez jakékoliv

preddpravy) aR2 (prooxidovana skladkova voda) jsou zobrazeny ve formeé
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heatmapy Cthodnot” na Obr. 26. VSechny markery specifické pro nitrifikacni
a denitrifikacni bakterie byly detekovany ve vzorcich suspenze a v biofilmu na
nosicich. V obou reaktorech R1 a R2 byla abundance vSech testovanych markert
vyssi v suspenzi v porovnani s nosici biomasy kromé odbéru 8 dni od umisténi
nosicl u bioreaktoru R1. Vyssi mnozstvi testované biomasy v suspenzi v porovnani
snosi¢i bylo predpokladdno vzhledem ke kratké dobé zanofeni nosicl
a vsadkovému rezimu reaktorti, béhem néhoz dochazelo pouze k mirnym ztratam
aktivovaného kalu ze systému. Narozdil od biomasy vsuspenzi nereagovala
biomasa ve formé biofilmu pritomného nanosic¢ich navykyvy aerace
v bioreaktorech. Pri srovnani mezi riznymi typy nosi¢i (DC a AC) bylo v obou
bioreaktorech v druhé poloviné experimentu detekovano mirné vyssi mnozstvi
testované specifické biomasy, zejména AOB, na nosi¢ich s nanovlakennou vrstvou
vyrobenou prostiednictvim AC elektrospinningu. Pri¢inou lepsi kolonizovatelnosti
specifickymi mikroorganismy AC nanovlakenné vrstvy byla pravdépodobné vyssi

porozita vrstvy v porovnani s DC nanovlakennou vrstvou (viz kap. 4.2.1).

Reaktor R1 R2 ,
™ ™ - - Rozmezi
Typ vzorku suspenze DC nosic¢ AC nosi¢ suspenze | DC nosic¢ ‘ AC nosic¢ Ct hodnot
Pocet dni od zanofeni nosi¢ii | 0 | 3 | 8 |14|24(36| 3 | 8 |14|24|36| 3 | 8 |14(24(36| 0| 3 | 8 [14|24|36| 3 | 8 |14(24|36| 3 | 8 |14|24|36
Celkova bakterialni biomasa|U16SRT 10,1-18,4
AOB amoA 14,3-29,0
N . NSR 14,1-26,2
Nitrospira B 167-300
NOB i A
] nxrA 16,5 - 30,9
Nitrobacter
NxrB1 16,7 -32,2
nirK 15,6-283
Denitrifikaéni bakterie nirS 19,4 - 33,5
nosZ 17,9-32,5
ov
Slozeni natoku
sV
T
vysoké stiedni malé skladkova voda
mnoZstvi mnoistvi mnoizstvi 0% 50% 100%

203239p ZoWL
oupAo¥a1a pauL

Obrazek 26: Heatmapa Ct hodnot sledovanych primert detekovanych
v bioreaktorech se sklddkovou vodou z TuSimic v pribéhu monitoringu prvni

etapy; OV - odpadni voda, SV - skladkova voda.

Na konci experimentu byl vobou bioreaktorech zaznamenan pokles NOB
Nitrospira (NSR, nxrB), zejména v suspenzi, ale inanosi¢ich. Pokles NOB

pravdépodobné souvisel se zvySenim koncentrace dusitanii v odtoku zobou

7V pripadé suspenze byly Ct hodnoty normalizovany na organicky podil nerozpusténych latek,
zatimco unosicl byly Ct hodnoty normalizoviny na hmotnost vzorku vloZeného do lyzacni
zkumavky.
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reaktorl (zméné nez 1 mg-11 N-NO2- na témér 100 mg- 11 N-NO2") po zvySeni
podilu sklddkové vody v pritoku z 25 % na 35 % 25 dni od umisténi nosic¢i. Inhibi¢ni
ucinek vysoké koncentrace dusitanti na NOB Nitrospira byl pozorovan i v dalSich
studiich (Kim a Kim 2006). PfestoZze mezi nosi¢i srlznymi nanovlakennymi
vrstvami nebyly zaznamendny vyrazné rozdily ve vyvoji mikrofléry, byly pro
dlouhodoby provoz bioreaktorti vybrany nosi¢e s AC nanovldkennou vrstvou,

u nichZ byla zaznamenana vyssi kolonizace nitrifikacnimi bakteriemi v porovnani

s nosici s DC nanovldkennou vrstvou.

4.2.3 Vliv nanovlakennych nosicii a ozonizace na ucinnost a stabilitu
nitrifikace pri biologickém cisténi skladkové vody

Na zakladé vysledki testovani v prvni etapé (vyssi povrchové Kkolonizace
nitrifikacnimi  bakteriemi) byly pro druhou etapu pripraveny nosice
s nanovlakennou vrstvu pripravenou AC elektrospinningem. Pro zvySeni
mechanické stability niti s nanovlakennou vrstvou v podptirné konstrukci byla do
konstrukce priddna pomocna mikrovlakna kolmo propletend s nitémi
s nanovlakennou vrstvou vytvarejici textilni mrizku (viz kap. 3.4.2; Obr. 8). Nosice
ve formé textilnich miizek fixovanych na nerezové podptrné konstrukci byly
umistény do dvou ze Ctyr laboratornich bioreaktorli, konkrétné do bioreaktort
soznaCenim C a D. U bioreaktorti B a D byla jako natok pouzita skladkova voda
prooxidovana plynnym ozonem, zatimco u bioreaktorti A a C byla pouZita skladkova
voda bez upravy® (Obr. 9).

Vyvoj koncentraci jednotlivych forem dusiku, tj. Namon, N-NO2 a N-NOsz;,
v jednotlivych bioreaktorech a jejich vzajemné porovnani z hlediska ucinnosti
odstranéni Namon. jsou zobrazeny na Obr. 27. Ve vSech bioreaktorech se béhem prvni
poloviny experimentu pohybovala koncentrace Namon. v odtoku vrozmezi
0,07-1,6 mg-1'1, coz odpovida ucinnosti odstranéni 97,7-99,9 %. Po zvySeni podilu

skladkové vody v natoku z50 % na 75 % 63 dni po zahajeni experimentu byl

8 Prehled charakteristik testovanych laboratornich bioreaktort:

Bez nosici Nanovlakenné nosice
Surova voda bez ipravy Bioreaktor A Bioreaktor C
Prooxidovana voda Bioreaktor B Bioreaktor D
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zaznamenan pokles ucinnosti odstranéni Namon. uvSech bioreaktori kromé
bioreaktoru D, tj. bioreaktoru s nanovlakennymi nosici a prooxidovanou skladkovou
vodou. Tento trend spolecné spoklesem Kkoncentrace N-NOs  anarlistem
koncentrace N-NOz- (meziproduktu nitrifikace) indikoval kratkodobou inhibici
procesu nitrifikace. To bylo pravdépodobné zplisobeno zvysSenim podilu AOB
a poklesem NOB Nitrospira v bioreaktorech A, B a C, coZ prokazaly jak vysledky FISH
metody, tak vysledky qPCR analyzy (viz niZe). Po opétovném nartlstu ucinnosti
odstranéni Namon. nad 98 % vykazovaly vSechny bioreaktory, kromé bioreaktoru A,

stabilni provoz. Ten byl pozorovan i pti zvysSeni podilu skladkové vody na 100 %.
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Obrazek 27: Vyvoj ucinnosti odstranéni Namon. (A.) a vyvoj koncentraci
jednotlivych forem dusiku (B.) v jednotlivych bioreaktorech; A - surova SV bez
nosicu, B - prooxidovana SV bez nosict, C - surova SV s nosici, D - prooxidovana

SV s nosici; SV - skladkova voda.
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Vyvoj abundance AOB aNOB vbioreaktorech v pribéhu experimentu
monitorovany prostiednictvim FISH metody je zobrazen na Obr.28. Béhem
krokového zvysovani podilu skladkové vody v natoku aZ do 50 % byl pozorovan
postupny narlist zastoupeni AOB i NOB vsuspenzi vevSech bioreaktorech
(Obr. 28A). Po zvySeni podilu sklddkové vody vnatoku na 75 %, kdy byla
zaznamendana inhibice nitrifikace (viz Obr. 27), byl v suspenzi detekovan vyznamné
nizsi podil AOB i NOB v porovnani s odbérem pied zménou. Dalsi pokles podilu
nitrifikacnich bakterii (AOB a NOB) vsuspenzi byl zaznamenan ve
vSech bioreaktorech po 2 tydnech provozu s ndtokem tvorenym pouze skladkovou
vodou, tj. pti 100% podilu. Nezavisle na pritomnosti nanovlakennych nosici bylo
v bioreaktorech s prooxidovanou sklddkovou vodou (BaD) zastoupeni
nitrifikacnich bakterii vys$si v pribéhu experimentu v porovnani s ostatnimi
bioreaktory. Podil NOB vii¢i AOB v suspenzi se pohyboval mezi 0,7 a 5,7 misto
teoretického podilu 0,5 dle termodynamiky a prenosu elektronti v rovnovazném
nitrifikacnim systému (Yao a Peng 2017). Vyssi podil NOB nez AOB ve vzorcich
indikoval, Ze zdroj dusitanti (NO2) nebyly pouze AOB, ale jesté naptiklad nitrat-
redukujici bakterie, které byly aktivni v anoxickych ¢astech bioreaktort. Vyssi podil
NOB vic¢i AOB byl pozorovan vlaboratornich nitrifikacnich reaktorech také
v dalsich studiich (Yu et al. 2020; Winkler et al. 2012; Havlicek et al. 2021; Yao
a Peng 2017). V opacném pripadé, tedy pti vy$Sim podilu AOB nez NOB v reaktoru,
by dochazelo k akumulaci dusitand, které by vedlo k vytvoreni toxického prostredi
v systému a k jeho naslednému kolapsu. Po zvySeni podilu sklddkového podilu
250 % na 75 % byl vodbéru 71 dni od zahdjeni experimentu detekovan témér
stejny pomér AOB vic¢i NOB v bioreaktorech A, B aC, unichz byl vodtoku

zaznamenan pokles ucinnosti odstranéni Namon. @ akumulace dusitanti (viz Obr. 27).
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Obrazek 28: Procentudlni zastoupeni AOB a NOB v priibéhu monitoringu
v bioreaktorech v suspenzi (A.) a na nosicich (B.); NV - nanovlakna, PV - pomocna

vlakna.

V bioreaktorech C a D byly na nosic¢ich (Obr. 28B), jak na niti s nanovlakennym
nanosem, tak na pomocném vldknu, detekovany nitrifikacni bakterie. Jejich
zastoupeni bylo od prvniho odbéru vyssi na nanovlaknech ve srovnani s pomocnym
vlaknem. V pribéhu experimentu se podil AOB i NOB zvysil na niti s nanovlakennym
nanosem i na pomocné niti a v poslednich dvou odbérech byl podil nitrifikacnich
bakterii na pomocné niti na stejné drovni jako na nanovlakennych nosicich. Vyvoj
nitrifika¢nich bakterii na nosic¢ich stanoveny pomoci FISH metody prokazal, Ze
nanovlakna podpotila adherenci AOB a NOB a jejich riist v biofilmu. Po vytvoreni
vrstvy zralého biofilmu na povrchu nanovlakenného nanosu jiz pravdépodobné
nebyl vyvoj jeho konsorcia ovlivnén unikatnimi vlastnostmi nanovlaken
(povrchovou drsnosti apod.) atedy se neliSil od vyvoje biofilmu v této fazi
na pomocném vlakné. Dal$i mozZzné vysvétleni pro stejné zastoupeni AOB a NOB

v poslednim odbéru je, Ze biofilm na nanovlakenneé vrstvé byl jiz ve finalni fazi svého
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vyvoje, béhem niZ dochazi k odlouceni bunék z povrchu biofilmu. Na nosicich byl
zaznamendn 108 dni od zahajeni experimentu vyssi podil AOB nez NOB, ktery
narozdil od suspenze v predchozim odbéru (71 dni od zahajeni experimentu,
viz vySe) neovlivnil negativné ucinnost procesu nitrifikace v systému.

Dosazené vysledky z qPCR analyzy jsou interpretovany ve formé heatmapy
Ct hodnot?, ktera je zobrazena na Obr. 29. Kromé niZs$i abundance v bioreaktoru A
ve srovnani s ostatnimi bioreaktory zaznamenané v nékolika odbérech, nebyl mezi
jednotlivymi uspordddnimi detekovan vyznamny rozdil. V pribéhu provozu
bioreaktorti byl ve vSech usporadanich detekovan postupny nartiist AOB
Nitrosomonas (marker soznacenim amoA) az do posledniho odbéru, kdy byl
po 2 tydnech provozu bioreaktort pouze se sklaidkovou vodou zaznamenan pokles
AOB. Abundance NOB Nitrospiry (markery s oznaCenim NSR a nxrB) byla jiz od
prvniho odbéru vysok3, ale po mirném nardstu v prvni poloviné experimentu byl se
sniZovanim podilu komunalni odpadni vody v ndtoku pozorovan jeji pokles ve vSech
uspoi-adanich bioreaktort aZ do konce experimentu. Na rozdil od FISH metody bylo
mozné pomoci qPCR analyzy detekovat i NOB Nitrobacter (markery s oznacenim
Nitrob. a NxrB1), jejiz mnoZstvi se postupnym zvySovanim podilu skladkové vody
v natoku vyrazné zvysilo. Stejné jako u vSech ostatnich testovanych markert byl
po 2 tydnech s natokem tvorenym pouze skladkovou vodou zaznamenan pokles

abundance NOB Nitrobacter.

Poet dni od zahdjeni provozu_| 17 [ 35 56 71 92 108 120 i
Reaktor [A][BJc[p|A[B]c[p[A[B[c][p[Aa][B]c[D[A[B]c[D[A]B[Cc][D[A]B]C][D]|Cthodnot
Celkova bakterialni bi U16SRT 46-86
AOB amoA 13,8-218
NSR 9,8-16,2
nxrB 12,4-183
Nitrob. 99-17,0
NxrB1 11,3-23,1
nirk 12,1-17,2
Denitrifikaéni bakterie nirS 15,2-23,0
nosZ 14,8-19,9
ov
sV

vysoké mnoZstvi

Nitrospira
NOB stfedni mnoZstvi

Nitrobacter

malé mnozstvi
mez detekce
nedetekovano

Slozeni natoku

odpadni voda
skladkova voda
0% 50% 100%

Obrazek 29: Heatmapa Ct hodnot detekovanych v bioreaktorech se skladkovou
vodou z Osecné v pritbéhu dlouhodobého monitoringu druhé etapy; OV - odpadni

voda, SV - skladkova voda.

9V ptipadé suspenze byly Ct hodnoty normalizovany na organicky podil nerozpusténych latek,
zatimco unosi¢li byly Ct hodnoty normalizoviny na hmotnost vzorku vloZeného do lyzac¢ni
zkumavky.
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Na rozdil od FISH metody Ize pomoci qPCR analyzy pozorovat izmény
ve slozeni denitrifikacni komunity vsuspenzi béhem postupné adaptace
mikrobidlniho konsorcia na sklddkovou vodu (Obr.29). V ptipadé jednoho
zmarkeri detekujicich funkéni gen nitrit reduktazy, konkrétné markeru
s oznacenim nirS, byl detekovan pokles jeho abundance se zvySujicim podilem
skladkové vody v natoku. Naopak u druhého markeru detekujiciho funkéni gen nitrit
reduktazy, nirK, byl pozorovan narist jeho abundance v pribéhu provozu
bioreaktort. Jednim z moznych vysvétleni tohoto trendu je zvySujici se koncentrace
organickych latek (CHSK) vnatoku do bioreaktorii v pribéhu experimentu
(z ~200 mg - I' na ~600-900 mg - I'1). Pozitivni korelace mezi mnoZstvim bakterii
s genem nirK a koncentraci organickych latek spolecné s negativni korelaci mezi
mnoZstvim bakterii s genem nirS akoncentraci organickych latek byla jiz
pozorovana ve studiich Barta et al. (2010) a Assémien et al. (2019). Na konci
experimentu byla zaznamendna nizkd abundance uobou markert detekujicich
funkéni gen nitrit reduktazy (nirS anirK). Tento trend spolefné s nartistem
koncentrace dusi¢nanii (Obr. 27) ve vSech bioreaktorech na konci experimentu lze
vysvétlit ¢astecnou inhibici denitrifikacniho procesu, ktera byla pravdépodobné
zplisobena poklesem hodnoty pH pod 6 v bioreaktorech po zvySeni podilu
skladkové vody vnatoku na 100 %. U posledniho testovaného markeru
denitrifikacnich bakterii, nosZ, nebyly pomoci qPCR analyzy zaznamenany
vyznamné zmény v jeho abundanci béhem experimentu.

Nosice z bioreaktorti C a D byly odebrany pro qPCR analyzu az v poslednim
odbéru. VeSkera testovana specifickd biomasa detekovana v suspenzi byla
detekovana i na nosicich z obou bioreaktort, jak na niti s nanovlakennym nanosem,
tak na pomocném vlaknu. Na obou typech vlaken bylo mnoZstvi AOB i NOB na stejné
urovni, tedy preferencni rast mikroflory specifické pro nitrifikaci na nanovlakenné
vrstvé nebyl pomoci qPCR analyzy potvrzen. Stejné mnozZstvi nitrifika¢nich bakterii
na nosicich na konci experimentu koresponduje s vysledky FISH metody.

Rozdil ve vysledcich FISH metody a qPCR analyzy lze vysvétlit citlivosti
metody FISH, ktera je citlivéjSi na malé zmény nez qPCR analyza. Zatimco
dvojnasobny rozdil v mnozstvi AOB ¢i NOB je dobre viditelny pod fluorescen¢nim
mikroskopem béhem FISH analyzy, dvojnasobné mnoZstvi cilové DNA je v qPCR

analyze roven rozdilu jednoho cyklu (ACt = 1). Rozdily v Ct hodnotach mensi nebo
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rovné 1 jsou v ramci standardni odchylky analyzy qPCR. Navic prostirednictvim FISH
metody je stanoven podil AOB ¢i NOB ve vzorku, zatimco gqPCR analyzou jsou
detekovany rozdily v mnoZstvi AOB ¢i NOB mezi jednotlivymi vzorky. Napriklad,
jsou-li nosice A, B aC (viz Obr. 30), nanichZ je podle FISH metody detekovan
nejvyssi podil NOB na nosici C, zatimco na nosicich A a B je detekovan stejny podil
NOB, ale podle qPCR analyzy je nejvyssi mnoZstvi NOB na nosic¢i A a nanosicich B a C
je stejné mnoZstvi NOB, znamena to, Ze na nosici C probiha preferen¢ni riist NOB
v porovnani snosi¢i A aB, ale nosi¢ A vykazuje lepsi podminky kriistu vSem

pritomnym bakteriim vcéetné NOB.
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nosic B
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Obrazek 30: Piiklad porovnani interpretace dat z FISH metody a qPCR analyzy

na 3 nosicich (4, B, C) se zndmym mnoZstvim celkové bakteridlni biomasy a NOB

Vysledky NGS analyzy jsou zobrazeny pomoci OTU grafu (Obr. 31), na kterém
jsou znazornény nejcastéji zastoupené rody pritomné v danych vzorcich, ato
konkrétné na 2,5% hladiné. Po postupné adaptaci na skladkovou vodu se v suspenzi
ve vSech bioreaktorech zvysilo mnozstvi bakterialnich rodt, jejichz zastupci se
podileji na biologické eliminaci anorganickych forem dusiku. Ze skupiny
nitrifikacnich bakterii byly ve vzorcich suspenze avlaken identifikovany
AOB Nitrosomonas, NOB Nitrospira, NOB Nitrobacter adosud nekultivovany
bakteridlni rod SM1A02. Dalsi skupinu tvorily bakteridlni rody Dokdonella,
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Flavobacterium, Hydrogenophaga, Hyphomicrobium a Rhodobacter, jejichZ zastupci
jsou schopni aerobni denitrifikace (Pishgar et al. 2019; Zhao et al. 2017). Zména
v zastoupeni denitrifikacnich bakterii v suspenzi bioreaktorii béhem experimentu,
zejména pokles podilu bakteridlnich roda Flavobacterium a Rhodobacter, by mohla
korespondovat s poklesem abundance markeru nirS detekovanym pomoci qPCR
analyzy. Dlivodem je identifikace sekvence genu nirS kédujicim cytochrom
cd1-nitrit reduktazu u zastupci Flavobacterium a Rhodobacter (Jones et al. 2008;
Pang et al. 2022). Relativni abundance denitrifika¢nich bakterii identifikovanych
v suspenzi pomoci NGS analyzy nebyla vyznamné niZ$i na konci experimentu
v porovnani se za¢atkem experimentu na rozdil od vysledkt z qPCR analyzy. To lze
vysvétlit vyrazné niz$im celkovym bakteridlnim oZivenim v suspenzi na konci
experimentu v porovnani sodbérem 17 dni od zahdajeni provozu bioreaktort
(Obr. 29). Nizsi celkové bakterialni oZiveni vedlo k tomu, Ze se vyznamné nesniZil
podil denitrifika¢nich bakterii vramci bakteridlniho konsorcia zaznamenany

prostiednictvim NGS analyzy, prestoZe se sniZilo mnoZstvi denitrifikacnich bakterii.
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Obrazek 31: Zména struktury bakteridlni populace v bioreaktorech po postupné
adaptaci na skladkovou vodu. Znazornény mikroorganismy na urovni rodu

s abundanci > 2,5 %. NV - nanovlakna, PV - pomocnd vlakna.

Pomoci NGS analyzy nebyl v suspenzi pozorovan vliv stupné predcisténi
skladkové vody nebo pritomnosti nanovlakennych nosi¢ii na abundanci majoritné
zastoupenych rodlii odpovédnych za nitrifikaci nebo denitrifikaci, kromé nizsiho
podilu denitrifika¢nich bakterii v bioreaktorech C a D obsahujici nosice. V biofilmu

na nosicich byl na konci experimentu v porovnani se vzorky suspenze detekovan
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vyrazneé vyssi podil nitrifikacnich bakterii, predevsim AOB Nitrosomonas. V pripadé
denitrifikacnich bakterii byl sledovan vyrazné nizsi podil u nosi¢ii nez v suspenzi.
V bioreaktoru C byla abundance AOB a NOB na niti s nanovldkennym nanosem
na stejné drovni jako na pomocném vlaknu, zatimco v bioreaktoru D byl na niti
s nanovlakennym nanosem vyssi podil AOB neZ na pomocném vlaknu. Tento trend
byl pozorovan na konci experimentu i pomoci FISH metody a gPCR analyzy, jak bylo
diskutovano vyse (Obr.28-29). Na rozdil od vzorkl suspenze byl na nosicich
zaznamenan negativni vliv prooxidované skladkové vody v natoku na nitrifika¢ni
bakterie, hlavné AOB Nitrosomonas. Moznym vysvétlenim je vznik toxickych
sloucCenin (meziprodukt) ozonizaci skladkové vody o nizké koncentraci, které
absorpci do biofilmu narusily pritomné konsorcium vcetné nitrifikacnich bakterii.
Na nosicich byl vCetné jiZ prokazanych nitrifika¢nich bakterii identifikovan dosud
nekultivovany bakteridlni rod SM1A02 (kmen Planctomycetes), o kterém se
predpoklada, Ze patfi mezi anammox bakterie, prestoZe byl identifikovan
v aerobnich nitrifikacnich bioreaktorech (Tian et al. 2017). Anaerobni oxidace
amoniakalniho dusiku tzv. anammox je zplisob odstrafiovani Namon, béhem néhoz
dochazi k oxidaci Namon. na plynny dusik (N2) s dusitanovym iontem (NO2-) jako

elektronovym akceptorem (Op den Camp et al. 2007; Wanner et al. 2019).

4.2.4 Shrnuti

Na zakladé vysledki prvni etapy byly pro dlouhodoby experiment zvoleny
nosice s nanovlakennou vrstvou vyrobené AC elektrospinningem. V druhé etapé
bylo pomoci chemickych a molekuldrné-genetickych analyz potvrzeno, Ze postupna
adaptace mikrobidlniho konsorcia z COV na sklddkovou vodu je Géinny a efektivni
pristup ke zvySeni vykonnosti a stability procesu nitrifikace béhem CcCisténi
skladkovych prisakovych vod. Vy$si pomér NOB viici AOB v systému indikoval, Ze
v bioreaktorech byly anoxické oblasti, v nichZ dochazelo k redukci dusi¢nanii na
dusitany. V pripadé podilu AOB stejného ¢i vétSiho nez NOB v suspenzi byla
zaznamendna akumulace dusitanli v bioreaktorech vedouci ke sniZeni ucinnosti
nitrifikace. Ze Ctyr testovanych bioreaktori dosahoval nejvy$si ucinnosti
odstranovani amoniakalniho dusiku (>99 % v priibéhu celého experimentu) systém
s prooxidovanou sklddkovou vodou a sinstalovanymi nanovldkennymi nosici.

Pfinos nanovldkennych nosic¢li biomasy pro stabilizaci procesu nitrifikace byl
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potvrzen také prostiednictvim druhého bioreaktoru s nosici, kde byla jako natok
pouzita surova (neprooxidovana) skladkova voda. V tomto bioreaktoru dosahovala
ucinnost odstraniovani amoniakalniho dusiku vice nez 90 % v priibéhu celého
experimentu. Dale bylo pomoci molekularné-genetickych metod prokazano, Ze
nanovlakna podporuji adherenci a rist nitrifikacnich bakterii. Po postupné adaptaci
na skladkové vody byly v bioreaktorech nejvice zastoupeny nitrifika¢ni bakterie

Nitrosomonas, Nitrospira a Nitrobacter.
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4.3 Vyvoj steriliza¢ni metody nanovlakennych nosi¢i biomasy
Vramci této ¢asti disertaCni prace byl vyvijen soubor sterilizacnich metod

reflektujici specifické pozadavky pro sterilizaci nanovlakennych nosict.

Charakterizace nanovlakennych nosic¢i pouzitych pro vyvoj steriliza¢ni metody je

v kap. 3.4.3.

4.3.1 Vliv steriliza¢nich metod na morfologii nanovlaken

Identifikace pripadného posSkozeni nanovldkenné vrstvy po aplikaci
jednotlivych sterilizatnich metod byla provedena prostiednictvim optické
arastrovaci elektronové mikroskopie. DosaZené vysledky jsou shrnuty v Tab. 14.
Ukazka snimki, prostiednictvim kterych bylo provedeno hodnoceni dopadu
sterilizace na morfologii nanovlaken je pro DC nosi¢e na Obr. 32 a pro AC nosice
na Obr. 33. Jako priklad jsou tu vCetné snimkd nanovlakenné vrstvy pied sterilizaci
uvedeny snimky, na nichZ je viditelné poskozeni nanovldkenné vrstvy vlivem
steriliza¢nich metod (fyzikalnich i chemickych) nebo naopak, na kterych nebyly
pozorovany zadné strukturdlni zmény. Vyrazné poskozeni nanovlakenné vrstvy
bylo detekovdno zejména po sterilizacnich metodach, u kterych byly nosice
vystaveny vysoké teploté, tedy po sterilizaci vlhkym ¢i suchym teplem. Po vystaveni
vysoké teploté (120 °C avyse) doSlo k roztaveni nanovlakenné vrstvy, azcela
zmizela ptvodni 3D struktura, coz vedlo ke vzniku mist zcela bez nanovlaken.
Morfologie nanovlakenné vrstvy nevykazovala Zzadné vyznamné zmény po expozici
zateni o riznych frekvenci ani po expozici gama zareni kromé mikrovlakenného
zateni. Z chemickych metod sterilizace byly nejvyraznéji viditelné strukturalni
zmény po aplikaci ozonu a po dlouhodobém vystaveni absolutnimu ethanolu.
V ptipadé sterilizace ozonem se vytvorily praskliny vnanovlakenné vrstvé
adochazelo kjejimu zna¢nému zkrehnuti, které zptlisobilo rozpad vrstvy i pri
nizkém mechanickém zatiZeni. Po aplikaci roztoku NaOH s NaClO (3-5 % NaClO +
0,1-1 % NaOH v redéni 2:9 s destilovanou vodou) a 0,3% roztoku oxidu chloricitého
nez uvrstvy svysSSi linearni hustotou (AC), uniZ byly strukturdlni zmény
zanedbatelné nebo nebyly vibec pozorovany. U ostatnich chemickych metod
sterilizace nebyl zaznamenan zadny negativni dopad na morfologii nanovlakenné

vrstvy.
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Tabulka 14: Identifikace dopadu steriliza¢nich metod na morfologii nanovlakenné

vrstvy vyrobené AC resp. DC elektrospinningem

Prostiedi Poskozeni
Typ Sterilizac¢ni P;(:‘jlr;‘eet;/ Doba nanovlakenné
metody metoda sterilizacz expozice vrstvy
AC DC
v suchém stavu 15 min ANO ANO
VIhké teplo i 4
P vdestilované g ANO | ANO
vodé
Suché teplo 160 °C 120 min ANO ANO
v suchém stavu 15 min NE NE
Ultrazvuk i 4
Fyzikalni 2 vdestilované g, NE NE
vodé
metody Sveteln
vételna .
sterilizace 254 nm (UV) 30 min NE NE
Mikrovinné 2450 MHz 1 min ANO | ANO
zareni
RF plazma 13,5 MHz 1 min NE NE
Gama zateni 25 kGy NE NE
5 min NE NE
Ethanol 100%
6h ANO ANO
Peroxid vodiku 30% 5 min NE NE
15 min NE ANO
Roztok NaOH ~ 21 % Cl; 1
s NaClO 30 min NE ANO
30 min NE NE
0,006% -
40 min NE NE
., Oxid chlori¢ity 0,015% 20 min NE NE
Chemické 0,039 10 mi NE NE
metody 03% min
0,3% 5 min NE ANO
1% 240 min NE NE
Glutaraldehyd 150 min NE NE
2% )
240 min NE —
v suchém stavu 30 min ANO ANO
0 ) .
zon vdestilované 54 iy ANO | ANO
vodé
Ethylenoxid 100% 12h NE NE
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Obrazek 32: Ukazka z hodnoceni strukturalnich zmén nanovlakenné vrstvy
vyrobené DC elektrospinningem (A, B, C, D, E) pred sterilizaci (A) a po sterilizaci
pomoci vlhkého tepla v destilované vodé (B), ultrazvuku v destilované vodeé (C),
ozonu v destilované vodé (D) a ethylenoxidu (E). Snimky z optického mikroskopu

pri zvétSeni 200x spole¢né se SEM mikrografy pti zvétSeni 100x a 500x.
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Obrazek 33: Ukazka z hodnoceni strukturalnich zmén nanovlakenné vrstvy

vyrobené AC elektrospinningem (A, B, C, D, E) pred sterilizaci (A) a po sterilizaci
pomoci vlhkého tepla v destilované vodé (B), ultrazvuku v destilované vodé (C),
ozonu v destilované vodé (D) a ethylenoxidu (E). Snimky z optického mikroskopu

pri zvétSeni 200x spole¢né se SEM mikrografy pti zvétSeni 100x a 500x.
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4.3.2 Udinnost steriliza¢nich metod

Hodnoceni kultivacnimi metodami

U¢innost jednotlivych steriliza¢nich metod stanovend na zakladé vysledki
konvencnich kultivatnich metod byla nasledné vyhodnocena tzv. semaforovou
metodou. Uplna absence mikroorganismt v obou typech Zivnych médii (Bacillus
médium a Nutrient Broth) pri teploté 23 °C a 30 °C v ¢ase kultivace 24 h a v Case
48 h byla znacena zelené, coZ bylo povazovano za sterilni. Pokud byla zachycena
kontaminace v nékterém kultivacnim prostredi ve vice nez jednom z triplikatu, byl
vysledek prezentovan cervené. OranZové byly oznaceny ty vysledky, kdy dva
testované vzorKky (z triplikatu) nevykazaly kontaminaci a tieti vzorek ano.

Na Obr. 34 jsou uvedeny vysledky kultivacnich analyz po sterilizaci
jednotlivymi steriliza¢nimi metodami aplikovanymi na nanovlakenné nosice piimo
z vyroby, tedy bez jejich umélé kontaminace (viz dale). Po vétsiné sterilizacnich
metod, fyzikadlnich ichemickych, byla zaznamenana kontaminace vjednom
z kultivatnim prostiedi nejpozdéji po 48 h. Unosi¢li svyssi linearni hustotou,
tj. u AC nosicli, byla pozorovana niz$i uUcinnost sterilizace v porovnani s nosici
s DC nanovlakennou vrstvou. To bylo pravdépodobné zplisobeno vétsi porovitosti
AC nanovlakenné vrstvy v porovnani s DC nanovlakennou vrstvou (viz Obr. 13), coz
vedlo k vétSimu mnoZstvi mist, v nichz byly mikroorganismy ,chranény” od ucinki
sterilizace, napi. z divodu pomalejsi ¢i minimalni difuze steriliza¢ni Cinidla ¢i
minimalizace kontaktni plochy steriliza¢niho ¢inidla s vnéjsi sténou burky, ktera
byla ,,chranéna“ okolnimi priléhajicimi nanovlakny. Z tohoto dlivodu byla v piipadé
nékterych chemickych metod testovana na AC nosicich del$i doba expozice neZ
na DC nosicich. Jediné metody, u nichZ nebyla pozorovana kontaminace ani po 48 h
vZddném kultiva¢nim prostiedi uobou typl nosicli, atudiz tyto metody lze
povaZovat za dostate¢né ucinné, byly:

— sterilizace vlhkym teplem (v suchém stavu i v destilované vodé),

— gama zareni,

— expozice 0,015%, 0,03% ¢i 0,3% vodnému roztoku oxidu chloricitého,

— expozice 2% vodnému roztoku glutaraldehydu.
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AC DC
24h|48h | 24h|48h

Pavodni

v suchém stavu 15 min

Vlhké teplo - - - - kontaminace ve vice
v destilované vodé 15 min ne? jednom z triplikatu
Suché teplo 160 °C 120 min
Fyzikalni vsuchémstavu 15 min .
Ultrazvuk - - " - kontaminace pouze
metody v destilované vodé 15 min v jednom z triplikatu
Svételna sterilizace 254 nm (UV) 30 min
RF plazma 13,5 MHz 1 min finlnd ab
P Uplna absence
Gama zaien{ 25 kGy - miﬁroorganismﬁ
5 min
Ethanol 100% 30 min
6h
24 h
Peroxid vodiku 30% 5 min
R k NaOH 1 i
oztok NaO ~21%l, 5 m%n
s NaClO 30 min
30 min
0,006%
° 40 min
20 min
Oxid chlori¢ity 0,015% 30 min
40 min
c s 0,03% 10 min
Chemické -
0,3% 5 min
metody -
120 min
150 min
1% 180 min
210 min
240 mi
Glutaraldehyd —
60 min
120 min
2% 150 min
180 min
240 min
v suchém stavu 30 min
Ozon - ” - -
v destilované vodé 30 min
Ethylenoxid 100% 12h

Obrazek 34: Heatmapa vysledki kultivacnich metod na AC a DC nosicich pred

a po sterilizaci jednotlivymi metodami

Pouze aplikace roztoku oxidu chloric¢itého aroztoku glutaraldehydu jsou
ze sterilizaCnich metod, unichZ byla potvrzena ucinnost sterilizace v pripadé
kultivovatelnych mikroorganismii, uZzivatelsky dostupné a vykazuji zanedbatelnou
miru poskozeni nanovldkenné vrstvy. Z praktického hlediska je sterilizace pomoci
0,03% vodného roztoku oxidu chlori¢itého po dobu 10 min nejvyhodné;jsi, a to diky

vV

své kratké dobé expozice. Aplikace vodného roztoku oxidu chloric¢itého o vyssi

koncentraci (0,3 %) je sice téZ dostateCné Ucinna z hlediska steriliza¢niho ucinku,

’

ovSem muze jizZ snadno zptlisobit podrazdéni dychacich cest.
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V dalsi fazi vyvoje steriliza¢ni metody byla ucinnost sterilizace testovana
na nosi¢ich umeéle kontaminovanych referenénim taxonem Bacillus pumilus
(viz kap. 3.4.3). Testované sterilizacni metody byly vybrany na zakladé vysledki
kultivacnich metod (viz Obr. 34) spole¢né s vysledky z mikroskopické analyzy (viz
Tab. 14). Konkrétné byly zvoleny tfi sterilizacni metody: gama zareni, vodny roztok
oxidu chloric¢itého o koncentracich 0,3%, 0,03%, 0,015% a 0,006% a 1% vodny
roztok glutaraldehydu. Na Obr.35 jsou shrnuty vysledky kultivacnich metod
po sterilizaci uméle kontaminovanych nanovlakennych nosicti. Pouze po sterilizaci
nanovlakennych nosi¢ii gama zarenim a po 10min aplikaci 0,03% i 0,3% vodného
roztoku oxidu chloricitého nebyla zaznamenana Zadna mikrobialni kontaminace,

tudiz nosice lze povazZovat ze sterilni.

AC
24h|48h j§24h|48h

Plvodni

kontaminace ve vice
neZ jednom z triplikatu

Gama zareni 25 kGy

30 min
0,006% —40 min
Oxid chlori¢ity  0,015% 20 min

0,03% 10 min
0,3% 10 min
120 min
150 min
180 min
210 min

240 min

kontaminace pouze
v jednom z triplikatu

uplna absence
mikroorganismi

Glutaraldehyd 1%

Obrazek 35: Heatmapa vysledkd kultivacnich metod na AC a DC nosic¢ich uméle
kontaminovanych referen¢nim taxonem Bacillus pumilus pted a po sterilizaci

vybranymi sterilizacnimi metodami

v

Verifikace ucinnosti sterilizatni metody, kterd vykazala nejlep$i ucinky
v predeslych testech a zanedbatelnou miru poSkozeni nanovlakenné vrstvy a byla
uzivatelsky dostupna, byla provedena s nosi¢i uméle kontaminovanymi sporami
referencntho kmenu Bacillus pumilus. Konkrétné se jednalo o sterilizaci pomoci
0,03% vodného roztoku oxidu chlori¢itého, u kterého byly testovany rtzné
expozicni casy: 10, 30,45, 60,80 a90 min. Dosazené vysledky jsou uvedeny
na Obr. 36. Uplna absence kmene Bacillus pumilus ve formé sporti byla zaznamenana

po 90min expozici nosicl 0,03% vodného roztoku oxidu chloricitého.
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kontaminace ve vice

24h|48h §24h[48h nez jednom z triplikatu

kontaminace pouze
v jednom z triplikatu

- Uplna absence

mikroorganismi

Oxid
chloricity

0,03%

Obrazek 36: Testovani vlivu expozice 0,03% vodného roztoku oxidu chloricitého
na AC a DC nosic¢e uméle kontaminovanymi sporami prostiednictvim kultivac¢nich

metod

Hodnoceni molekularné-genetickymi metodami

Sterilita nanovlakennych nosi¢i byla také hodnocena prostiednictvim
koncentrace DNA arelativni kvantifikace vysledkli zreal-time qPCR analyzy.
Kontroly bez templatu (NTC) vjednotlivych analyzach predstavovaly referencni
vzorky. Relativni kvantifikace archealniho a bakterialniho oziveni na nosicich pred
apo sterilizaci jednotlivymi sterilizatnimi metodami je zobrazena ve formé
heatmapy na Obr. 37.

Po aplikaci vétSiny sterilizacnich metod, fyzikalnich ichemickych, byla
zaznamendna mikrobidlni kontaminace pritomnd na nanovlakennych nosicich.
Narozdil od kultivacnich metod bylo pomoci molekuldrné-genetickych metod
detekovano jiz pred sterilizaci nizké bakteriadlni oZiveni pritomné na nosicich.
Absence mikrobidlni kontaminace na nosicich, tj. relativni kvantifikace na drovni
NTC, byla potvrzena na obou typech nosi¢li pouze po aplikaci nasledujicich
sterilizacnich metod:

— vlhké teplo (v suchém stavu i v destilované vodé),

— gama zareni,

— 0,015%, 0,03% ¢i 0,3% vodny roztok oxidu chloricitého,

— 2% vodny roztok glutaraldehydu.

Toto zjisténi koresponduje zaroven svysledky dosaZenych prostiednictvim

kultivacnich metod (Obr. 34).
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AC DC

Pavodni Pivodni
p v suchém stavu 15 min 15 min v suchém stavu .
Vihké teplo v destilované vodé 15 min 15 min v destilované vodé VIhké teplo
Suché teplo 160 °C 120 min | | 120 min 160 °C Suché teplo
Fyzikalni Ultrazvuk Y. su?hem s’tavu - 15 m¥n I 15 m?n 4 su(.:hem s’tavu - Ultrazvuk Fyzikalni
metody v destilované vodé 15 min [ 15min _ vdestilované vodé metody
Svételna sterilizace 254 nm (UV) 30 min | 30 min 254 nm (UV) Svételna sterilizace
Mikrovlnné zafeni 2450 MHz 1 min | ] 1 min 2450 MHz Mikrovlnné zéfeni
RF plazma 13,5 MHz 1 min | 1 1 min 13,5 MHz RF plazma
Gama zareni 25 kGy 25 kGy Gama zafeni
Ethanol 100% I 100% Ethanol
Peroxid vodiku 30% 1 30% Peroxid vodiku
Roztok NaOH Roztok NaOH
~ 0, ~ 0
s NaClO 2%, 21%d, s NaClo
0,006% 0,006%
Chemiek® oxid chioritity 0,015% 0,015% Oxid chloricity  Memieke
v 0,03% 0,03% v
0,3% 0,3%
1% 1%
Glutaraldehyd 120 min 2% Glutaraldehyd
2% ST Ere
240 min
Ozon v suchém stavu 30 min | 30 min v suchém stavu 0Ozon
v destilované vodé 30 min | 30 min  vdestilované vodé
Ethylenoxid 100% 12h 12h 100% Ethylenoxid
AC DC
Koncentrace DNA < 0,01 ng/pl Relativni kvantifikace
|
I [
[ | 4200 150 NTC
0,286 ng/pl

Obrazek 37: Heatmapa relativni kvantifikace primeru U16SRT a koncentrace DNA

na AC a DC nosicich pred a po sterilizaci jednotlivymi metodami

Vysledky  molekuldarné-genetickych analyz umeéle kontaminovanych
nanovlakennych nosic¢i pred a po sterilizaci vybranymi metodami jsou uvedeny
na Obr. 38. Na nosicich po sterilizaci gama zarenim bylo detekovano velmi vysoké
archealni a bakterialni oZiveni, coZ nekorespondovalo svysledky kultivacnich
metod, prestoZe nosiCe byly kontaminovany kultivovatelnym kmenem Bacillus
pumilus CCM 2218 ve formé vegetativnich bunék, ktery by mél byt detekovan také
pomoci kultivacnich metod. Vzhledem k vysokému oZiveni nosi¢i byl tento jev
pravdépodobné zptlisoben externi kontaminaci nosic¢li, napt. béhem jejich
manipulace itransportu, nekultivovatelnymi mikroorganismy, které byly

detekovany molekularné-genetickymi analyzami, ale ne kultiva¢nimi metodami.
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AC DC

Plivodni Plvodni
Gama zareni 25 kGy 25kGy  Gama zaieni
.0,006% _40min _40min__0,006% _
0015% 20min g 20min__ 0,015% _
Oxid chloricity 0,03% F_lg‘_m%n 0,03% Oxid chloricity
e Qmin o 20min
e 03% _d0min. o T1omin 03%
120 min
150 min_
Glutaraldehyd 1% 180 min_ 1% Glutaraldehyd
210 min 210 min
240 min 240 min
AC DC
Koncentrace DNA < 0,01 ng/pl Relativni kvantifikace
[
1,2E+06 6,7E+05 NTC
10,4 ng/ul

Obrazek 38: Heatmapa relativni kvantifikace primeru U16SRT a koncentrace DNA
na AC a DC nosicich uméle kontaminovanych referen¢nim taxonem Bacillus

pumilus pred a po sterilizaci jednotlivymi metodami

Uplna absence mikrobialni kontaminace byla potvrzena u obou typi nosi¢t
pouze po aplikaci vodného roztoku oxidu chlori¢itého o vSech testovanych
koncentracich kromé 0,03 %. Abundance archedlni abakteridlni biomasy na
nosicich sterilizovanych prostrednictvim 0,03% vodného roztoku oxidu chloricitého
a téZ 2% vodného roztoku glutaraldehydu byla vyrazné nizsi (min. 1000x nizs{) nez
po sterilizaci gama zarenim. V pripadé nosicli sterilizovanych 0,03% vodnym
roztokem oxidu chloric¢itého byla pomoci qPCR analyzy pravdépodobné detekovana
externi nekultivovatelnd mikrobidlni kontaminace nebo DNA z mrtvych bunék
Bacillus, jelikoZ pomoci kultivacnich mikrobiologickych metod byla v triplikatul0
potvrzena sterilita téchto nosic¢i. Referen¢ni kmen Bacillus patii mezi kultivovatelné
mikroorganismy, které je mozné snadno detekovat pomoci kultivacnich metod.
V ptipadé, Ze DNA z mrtvych bunék ve vzorku nedenaturuje, je izolovana spole¢né
s DNA z Zivych bunék a nelze ji bez specifického protokolu!! pomoci qPCR analyzy

odlisit. Navic byla sterilita nosi¢li potvrzena i unizsich koncentraci oxidu

10 V triplikatech v obou typech Zivnych médii (Bacillus médium a Nutrient Broth) pti teploté
23°Ca30°Cv case 24 h av Case 48 h, tedy v celkem ve 24 vzorcich.

11 Pfidani barviva (napf. propidium monoazidu) pro modifikaci volné DNA pied izolaci
zplsobujici deaktivaci jeji amplifikace pii gPCR.
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chloricitého. Abundance DNA na nosic¢ich po aplikaci 0,03% vodného roztoku oxidu
chloricitého byla pouze 15-30krat vyssi nez po aplikaci nizSich koncentraci, u nichZ
byla abundance archedlni a bakteridlni DNA na drovni NTC. V piipadé nejvyssi
testované koncentrace oxidu chlori¢itého (0,3%) doSlo béhem sterilizace
pravdépodobné k fragmentaci veSkeré DNA, ke které dochazi po aplikaci vodného
roztoku oxidu chlori¢itého o koncentracich vyssich nez 0,01 % (100 mg - 1'1) (Zhu
etal. 2013). Fragmenty DNA nebylo po jejich extrakci z bunék moZné detekovat
prostiednictvim qPCR analyzy kvili poskozeni sekvenci komplementarnich
k primertim (U16SRT) anebo poskozeni samotné cilové sekvence (Sedlackova et al.
2013).

Pro stanoveni priCiny detekce mikrobialni kontaminace na nosicich
sterilizovanych 0,03% vodnym roztokem oxidu chloric¢itého byla u téchto vzorkl
provedena NGS analyza (viz kap. 3.2.4). Na obou typech nosicl byl identifikovan
bakterialni rod Pseudomonas s vysokym procentualni podilem, konkrétné 95,6 %
na AC nosici a 98,8 % na DC nosici. Podil bakterialniho rodu Bacillus byl na DC nosici
nulovy ana AC nosici 0,03 %. Z toho vyplyva, Ze detekce pritomnosti bakteridlni
biomasy na nosicich sterilizovanych 0,03% vodnym roztokem oxidu chloricitého
byla zpisobena externi kontaminaci nosicl bakterii Pseudomonas a ne referen¢nim
kmenem Bacillus pumilus CCM 2218, kterym byly nosi¢e uméle kontaminovany pred
sterilizaci. Ke kontaminaci nosi¢i bakterii Pseudomonas, ktera patii do skupiny
vSudypritomnych mikroorganismi, mohlo dojit béhem manipulace nebo transportu
nosicu.

Vysledky z molekularné-genetickych analyz pri verifikaci sterilizacniho
postupu u metody, kterd vykazala nejlepsi steriliza¢ni ucinky v predeslych testech,
tj. u sterilizace 0,03% vodnym roztokem oxidu chloricitého jsou uvedeny na Obr. 39.
Pomoci real-time qPCR analyzy byla po sterilizaci nanovlakennych nosi¢i uméle
kontaminovanymi sporami referen¢niho kmenu Bacillus pumilus zaznamenana
velmi nizka mikrobialni kontaminace - témér na urovni NTC (Obr. 39). MnozZstvi
spor bylo sterilizaci sniZeno o témér 100 %. Podobné jako v pripadé sterilizace
nosici umeéle kontaminovanych vegetativnimi burnilkami mohla byt detekce
mikrobidlni kontaminace zplsobena nedenaturovanou DNA z mrtvych bunék c¢i

externi kontaminaci béhem manipulace nebo transportu nosica.
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AC DC

Pdvodni Piivodni
10 min 10 min
30 min 30 min
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Obrazek 39: Heatmapa relativni kvantifikace primeru U16SRT a koncentrace DNA
na umeéle kontaminovanych nosi¢ich sporami pied a po sterilizaci aplikaci 0,03%

vodného roztoku oxidu chloric¢itého

Analyzou ucinnosti sterilizace uméle kontaminovanych nosi¢i pouZitim
kultivacnich a molekularné-genetickych metod se ukazalo, jak se mohou v pripadé
monitoringu kultivovatelnych mikroorganismli dopliiovat tyto metody. Detekce
16S rRNA genu na nosi¢ich pomoci qPCR analyzy a zaroven potvrzeni absence
mikroorganismd, tj. kmene Bacillus pumilus, ve dvou riaznych zivnych médiich
inkubovanych pri teplotach 23 °C a 30 °C po dobu 24 h ¢i 48 h indikuje bud’ externi
nekultivovatelnou mikrobidlni kontaminaci, nebo DNA zmrtvych bunék

detekovanou pomoci qPCR analyzy.

4.3.3 Shrnuti

Aplikace 0,03% vodného roztoku oxidu chloric¢itého po dobu 10 minut je
ucinna steriliza¢ni metoda nanovlakennych nosicti, po které nedoslo k Zadné zméné
materialovych ani strukturalnich vlastnosti nanovlaken pritomnych na nosicich
(Obr.40) a zaroven bylo dosaZeno vysoké miry sterility. V pripadé umélé
kontaminace vegetativnimi buritkami, resp. sporami byla doba expozice prodlouZena
na 20 min, resp. 90 min. U¢innost této steriliza¢ni metody byla opakované
prokadzana prostirednictvim kultiva¢nich a molekularné-genetickych metod. Jedna
se o levnou a Siroce dostupnou metodu s velmi malymi naroky na instrumentaci.
Po sterilizaci je nosi¢ uchovavan ve sterilnim obalu, konkrétné ve sterilnim

uzaviratelném PE sacku typu Whirl-Pak®. Verifikace ucinnosti technologického

protokolu sterilizacni metody byla provedena ¢eskou biotechnologickou spolec¢nosti
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BIOINOVA. Dokumentace kvalidaci metody obsahujici metodiku a vysledky je

ptiloZena v priloze C.

Obrazek 40: Nosné nité s nanovlakennou vrstvou vyrobenou pomoci DC (a, A)
resp. AC elektrospinningu (b, B) po sterilizaci 0,03% vodnym roztokem oxidu
chloric¢itého. Snimky z optického mikroskopu (a, b) a rastrovaciho elektronového

mikroskopu (A, B) pfi riizném zvétSeni (100x, 200x, 500x a 2500x).
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5 Uplatnéni vysledku a prakticky piinos prace

Jednim z hlavnich vystuptl této disertacni prace je soubor nanovlakennych
nosic¢t vhodnych pro vzorkovani mikrobialni biomasy spole¢né s ndvodem jejich
aplikace pro efektivni monitoring vodni mikrofléry hodnoceny prostrednictvim
molekuldrné-genetickych metod. Aplikovatelnost nanovlakennych nosi¢i pro
vzorkovani mikrobialni biomasy zvod byla dlouhodobé ovérena na nékolika
realnych lokalitdch. Monitoring mikrofléry pomoci nanovlakennych nosict by mohl
nalézt uplatnéni nejen ve vodnim ¢i v plidnim prostiedi, ale i ve vinarstvi Ci
pivovarnictvi. Vyuziti nanovlakennych nosici pro monitoring mikrofléry vede ke
zjednoduseni procesu vzorkovani biomasy, sniZeni prostorové ndarocnosti
transportu vzorkil, vyznamnému urychleni zpracovani vzorki pred molekularné-
genetickymi analyzami a zejména k vyznamné redukci rizika kontaminace vzorkl
pfijejich zpracovani.

DalSim vystupem této disertatni prace bylo ovéreni aplikovatelnosti
nanovlakennych nosicli pro stabilizaci procesu nitrifikace v biologickém systému
¢isténi skladkové vody. Diky nosi¢lim biomasy nedochazelo k iniku aktivni biomasy
ze systému a zaroven systém vykazoval v priibéhu celého 120denniho experimentu
vysSi stabilitu nitrifikace, tj. i€innost odstrafiovani amoniakalniho dusiku vyssi nez
90 %, pri vyssich koncentraci skladkové vody v natoku a pii akumulaci dusitanti
v systému. Nanovlakenné nosice naleznou uplatnéni jak pri ¢isténi skladkovych vod
¢i podobnych obtiZné biologicky Cistitelnych vod, tak pfi biologickém cisténi
komunalnich odpadnich vod.

Poslednim vystupem je, vramci této disertacni prace vyvinuty, steriliza¢ni
protokol reflektujici specifika nanovlakennych materialli, respektive sterilni
nanovlakenny nosi¢ biomasy. Vyvinuty sterilizacni protokol zajiStuje dosaZeni
povrchové cistoty nanovldkennych nosicli biomasy v podobé absence veSkerého
nezadouciho mikrobialniho osidleni pfi sou¢asném minimalnim vlivu na morfologii
nanovlaken. Vyvinuty sterilizacni protokol nalezne uplatnéni v oblastech
vyzadujicich vysokou miru sterility, coZ je vétSina biotechnologickych aplikaci
(nano)vlakennych materiali. Jedna se naptiklad o vyuZziti nanovlakennych struktur
jako nosi¢li biomasy v potravinaistvi (konzervacni nosice ve fermentacnich

procesech ve vinatstvi ¢i pivovarnictvi) a zdravotnictvi (scaffoldy ¢i kozni kryty).
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Vyvinuty steriliza¢ni protokol je vSak mozné vyuZit i pro sterilizaci jinych materiala
nez nanovlakennych, napiiklad mikrovldkennych materiali. Nezavisla verifikace
ucinnosti sterilizacni metody byla provedena biotechnologickou spole¢nosti

BIOINOVA, ktera o vysledky projevila zajem.
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6 Zavér

V ramci této prace byly vyvinuty rizné tvarové varianty nanovlakennych
nosic¢ biomasy, které v kombinaci s molekularné-genetickymi metodami vedly
kvytvoreni efektivni metody monitoringu mikrobialni biomasy ve vodnim
prostiedi. Na zakladé vysledki dlouhodobého experimentu na kontaminované
lokalité spolecné spozZadavky pro nosi¢ biomasy vhodny pro molekularné-
genetickou analyzu byl z vyvinutych nosict zvolen cirkuldrni nosi¢ s nanovlakennou
vrstvou na bazi polyuretanu jako optimalni nastroj pro dlouhodoby monitoring
mikrofléry ve vodnim prostredi. Cirkularni nanovlakenné nosice byly nasledné
aplikovany v ramci dalSich verifikacnich experiment na 7 odlisnych lokalitach,
béhem nichz byla také prokazana jejich vyuZzitelnost jako efektivniho nastroje
monitoringu autochtonni mikrofléry ve vodnim prostredi. Vzorkovani mikrobialni
biomasy prostrednictvim cirkularnich nanovldkennych nosici je nejen uzivatelsky,
ekonomicky a ¢asové nenarocné, ale i snizuje riziko kontaminace vzork pfi jejich
zpracovani a eliminuje riziko expozice laboratorniho persondlu pripadnym
toxickym latkdm béhem filtrace kapalnych vzorki.

Na zakladé potvrzeni aplikovatelnosti vyvinutych nanovlakennych nosic¢i pro
vzorkovani mikrobidlni biomasy byly nanovldkenné nosie testovany
v laboratornich systémech biologického c¢isténi skladkové vody. V radmci této casti
disertacni prace bylo prokdzano, Ze nanovldkna podporuji adherenci a ruist
nitrifikacnich bakterii a ze kombinace instalace nanovlakennych nosicli a ozonizace
vstupni skladkové vody zvySuje stabilitu procesu nitrifikace. Konkrétné postupna
adaptace mikrobidlniho konsorcia z COV na skladkové vody v bioreaktoru
s nanovlakennymi nosici biomasy ve spojeni s ozonizaci vstupni skladkové vody
vedla k uc¢innosti odstrafiovani amoniakalniho dusiku vyssi nez 99 % po celou dobu
experimentu i pri natoku tvorenym pouze skladkovou vodou. Vyvoj nitrifika¢ni
biomasy v bioreaktorech korespondoval svysledky chemickych analyz odtokd,
napriklad pti zvySeni poméru AOB vii¢i NOB byla zaznamenana akumulace dusitant
vedouci ke sniZeni ucinnosti odstraniovani amoniakalniho dusiku.

V navaznosti na vyvinuté nanovlakenné nosi¢e biomasy a pozadavky
povrchové sterility u aplikaci citlivych na mikrobialni kontaminaci byl v této praci
dosaZen nezavisle verifikovany technologicky protokol sterilizace nanovlakennych
nosicl. Celkem bylo testovano ¢trnact zpusobi sterilizace, fyzikalnich a chemickych,
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spole¢né sjejich modifikacemi, jako byly napfiklad rozdilné koncentrace
aplikovanych chemickych latek ¢i zména doby expozice. Na zakladé vysledki
mikroskopickych, kultiva¢nich a molekularné-genetickych metod byla 10min
expozice nosice 0,03% vodnému roztoku oxidu chloric¢itého zvolena jako vhodna
sterilizatni metoda nanovlakennych nosi¢li, kterd je wuZivatelsky, casové
a ekonomicky nendrocnd. Verifikace ucinnosti sterilizacni metody byla provedena
¢eskou biotechnologickou spole¢nosti BIOINOVA a dokumentace k ni je uvedena
v priloze C.

Vramci této prace byl pro analyzu mikrobidlni biomasy pouZit soubor
biologickych metod, jejichz vysledky davaly informace o mikrofléte zjinych uhli
pohledu akteré se vzajemné dopliovaly. Naptiklad kombinaci kultivacnich
mikrobiologickych metod a qPCR analyzy v pripadé vzorku obsahujiciho pouze
kultivovatelny bakteridlni kmen bylo dosazeno rozdilnych vysledkd, které byly
pravdépodobné zplisobeny detekci DNA z mrtvych bunék ¢i externi kontaminaci
béhem manipulace nebo transportu nosicli. Tedy v pfipadé monitoringu vyvoje
Cistych kultivovatelnych kment pii nizkych koncentraci by mély byt pouzity metody
kultivacni spole¢né s molekularné-genetickymi analyzami.

Preferencni rist specifické biomasy v rdmci mikrobialni komunity je mozné
stanovit pomoci FISH metody nebo NGS analyzy, zatimco preferencni rist specifické
biomasy mezi vzorky je detekovan qPCR analyzou. Vysoky podil specifické biomasy
v biofilmu je dlilezity pro u€innost systému, naptiklad béhem provozu biofilmovych
reaktori. Pro detekci reakce mikroflory na zménu chemismu na lokalité
(napf. sanacni zasah) ¢i v reaktoru (napft. zvySeni zatiZeni systému) se jako vhodny
diagnosticky nastroj ukazala gPCR analyza (nartist ¢i pokles specifickych
mikroorganismi) a NGS analyza (zména sloZeni konsorcia).

Vysledky této disertacni prace byly publikovany v nékolika odbornych
publikacich abyly prezentovany na narodnich i mezinarodnich konferencich.
Poznatky ziskané béhem vypracovani disertacni prace, at v oblasti nanovlakennych
nosi¢i biomasy ¢i molekularné-genetickych analyz, byly aplikovany v dalSich

¢innostech, naptiklad v ramci feseni nékolika VaV projektt.
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Prilohy

A SKkript pro obrazovou analyzu snimkii z FISH analyzy

clc

clear all

close all

warning off all
format long g
Y="Y';y=Y;N="N"';n=N;
gap=0;

samples=1;

%% PARAMETRY HSV ANALYZY

RED HSV v=0.11; % ¢im niZsi hodnota tim tmavsi cCervenou software zaznamena
GREEN_HSV_V=0.15; % C¢im niz8i hodnota tim tmavsi zelenou software zaznamena

RED HSV H 1=345;
RED HSV H 2=60;
GREEN HSV H 1=70;
GREEN HSV H 2=150;

%% NACITANTI SNIMKU ZE SLOZKY

% Slozka ulozenych snimku

fileFolder = fullfile('C:/Users/magda/MATLAB/FISH/input/");

dirOutput = dir(fullfile(fileFolder,'*.jpg')); % Specifikace nazvu a typu

FileNames = {dirOutput.name};

NumberOfPictures = length(FileNames) ;

%% SOUPIS PARAMETRU

disp ('GREEN = EUB, RED = NOB nebo AOB ...'");

VycetParametru = {strcat(' '); ...
strcat ('Zastoupeni dle POCTU ', ' [%]"):
strcat ('Zastoupeni dle PROCENT ', ' [%]'
bi

%% HLAVNI SMYCKA - FOR PRO VSECHNY OBRAZY v SOUBORU

o

mainroot = 1;

for mainroot = 1:NumberOfPictures
%% NACTENI SNIMKU
name = sprintf('%s',char(strcat('C:/Users/magda/MATLAB/FISH/input/"',
FileNames (mainroot))));
ImageOrig = (imread (name));
[Width, Length, swl] = size(ImageOrigqg);
RED NAME = char (FileNames (mainroot));
RED NAME = RED_NAME(l:length(RED_NAME)—4);

%% VYPOCET POZADI

oe

while 1
Image = rgb2hsv(ImageOrig);
H Image=Image(:,:,1);

H Image stup=H Image*360;
S Image=Image(:,:,2);
V_Image=Image(:,:,3);

[L H]l=size (H_Image);
RED=zeros (L, H, 3) ;

for i=1:L
for j=1:H
if H Image stup(i,j)>=RED HSV H 1
if V_Image (i,3)>=RED_HSV_V
RED(1i,3,1)=0;
RED(i,3J,2)=1;
RED(i,3,3)=0.996;

end
end
if H Image_stup(i,]j)<=RED HSV_H 2
if V_Image(i,j)>=RED HSV V
RED(inIl):O;
RED(1i,3,2)=1;
RED(1,3,3)=0.996;
end
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end
end
end
RED RGB=hsv2rgb (RED); % snimek AOB ¢i NOB zobrazen v RGB
GREEN=zeros (L, H, 3);
for i=1:L
for j=1:H
if H Image stup(i,Jj)>=GREEN_HSV H 1
if H Image_stup(i,]j)<=GREEN_HSV_H 2
if V_Image (i, j)>=GREEN HSV V
GREEN (i,73,1)=110/360;
GREEN (i,73,2)=1;
GREEN (i,3,3)=0.996;
end
end
end
end
end
GREEN_RGB=hsv2rgb (GREEN); % snimek EUB zobrazen v RGB

%% PREVEDENI IZOLOVANA SPEKTRA DO BINARNIHO OBRAZU

RED BIN = im2bw (RED_RGB(:,:,1)); % binarni obraz AOB ¢i NOB
AOB or NOB area = sum(sum(RED BIN)); % plocha izolovaného spektra AOB ¢i NOB
GREEN_BIN = im2bw (GREEN RGB(:,:,2)); % binarni obraz EUB

EUB_area = sum(sum(GREEN_BIN)); % plocha izolovaného spektra EUB

%% ZAPIS DAT DO EXCELU
clear vysledkyOBRAZU;
if strfind(num2str (cell2mat (FileNames (mainroot))), '"NOB')~=0
replyR = upper ('NOB'") ;
else
replyR = upper ('AOB'");
end
replyR2 (mainroot) = cellstr (replyR);
name?2 = char (FileNames (mainroot)) ;
name = name2 (l:length (name2)-4);
koneckonec = size (name, 2);
if (koneckonec <= 8)
NazevExcel = strcat(name, '.xls');
else
NazevExcel = name (1:8);
end
NazevExcel = strcat('C:/Users/magda/MATLAB/FISH/output/', NazevExcel,'-',date);
nameXLS = name (1:8);

nameXLS2 (mainroot, :)=nameXLS;

reactor=name (10) ;

reactor2 (mainroot, :)=cellstr (reactor);

datum=nameXLS (1:8) ;

datum2 (mainroot, :)=cellstr (datum) ;

SampleName2 (mainroot)=cellstr (FileNames (mainroot)) ;

if strfind(num2str(cell2mat (FileNames (mainroot))), 'suspenze')~=0
SampleName3 (mainroot)=cellstr ('suspenze ');

else
if strfind(num2str (cell2mat (FileNames (mainroot))), "NANO') ~=0

SampleName3 (mainroot)=cellstr ('NANO') ;

else

if strfind(num2str(cell2mat (FileNames (mainroot))), 'PV')~=0
SampleName3 (mainroot)=cellstr (' PV ");
end
end
end
nameXLS Sum='Summary';

oo
o°

RATIO = AOB_or NOB_area/ (AOB or NOB area+EUB area); % podil AOB ¢i NOB ve vzorku
RATIO2 (mainroot) = RATIO;

REDGREEN outnameOBJ = strcat ('C:/Users/magda/MATLAB/FISH/output/REDGREEN/",
RED NAME, '-anal-', 'REDGREEN', '.jpg');
imwrite ([GREEN RGB, hsv2rgb(rgb2hsv (ImageOrig)), RED RGB], REDGREEN outnameOBJ,

'Jjpg'); % uloZeni snimkud origindlniho snimku spolecné se snimky izolovanych
spekter v RGB modelu
disp (strcat (char (SampleName2 (mainroot)))); %
if mainroot<NumberOfPictures
name3 = char (FileNames (mainroot+1)) ;
datum3 = cellstr (name3(1:8));
reactor3 = cellstr (name3(10));
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if strfind(num2str (cell2mat (FileNames (mainroot+1l))), 'suspenze')~=0
SampleNamed=cellstr ('suspenze ');
else
if strfind(num2str (cell2mat (FileNames (mainroot+1))), '"NANO'")~=0
SampleNamed=cellstr ('NANO") ;
else
if strfind(num2str (cell2mat (FileNames (mainroot+1))), 'PV')~=0
SampleNamed=cellstr (' PV ");
end
end
end
if strfind(num2str (cell2mat (FileNames (mainroot+1))), 'NOB'")~=0
replyR3 = cellstr (upper ('NOB')) ;
else
replyR3 = cellstr (upper ('AOB"));
end
gap2=gap;
Gl = char(reactor2 (mainroot,:)) ~= char(reactor3);
G2 = sum(char (datum2 (mainroot,:)) ~= char (datum3));
CH3 = char (SampleName3 (mainroot)) ;
CH4 = char (SampleNamed) ;
G4 sum (CH3(1:2) ~= CH4(1:2));
G5 = sum(char (replyR2 (mainroot)) ~= char (replyR3));
G3 = G2 + GL + G4 + G5;
if sum(G3)~=0;
gap=mainroot;
median? (samples)=median (RATIO2 (gap2+l:gap));
mad2 (samples)=mad (RATIO2 (gap2+l:gap)) ;
replyR4 (samples, :)=replyR2 (mainroot) ;
SampleName5 (samples, :)=SampleName3 (mainroot) ;
reactor4 (samples, :)=reactor2 (mainroot, :);
datum4 (samples, :)=datum2 (mainroot, :);
samples=samples+1l;
end
else
gap2=gap;
gap=mainroot;
median?2 (samples)=median (RATIO2 (gap2+l:gap));
mad?2 (samples)=mad (RATIOZ2 (gap2+l:gap));
replyR4 (samples, :)=replyR2 (mainroot) ;
SampleName5 (samples, :)=SampleName3 (mainroot) ;
reactor4 (samples, :)=reactor2 (mainroot, :);
datum4 (samples, :)=datum2 (mainroot, :);
end
break
end

end

xlswrite (NazevExcel, cellstr(strcat('AOB / NOB')), nameXLS, 'Al');

xlswrite (NazevExcel, cellstr(strcat ('Reaktor')), nameXLS, 'Bl');

xlswrite (NazevExcel, cellstr(strcat('Datum')), nameXLS, 'Cl');

xlswrite (NazevExcel, cellstr(strcat('Typ vzorku')), nameXLS, 'D1');

x1lswrite (NazevExcel, cellstr(strcat('Nazev vzorku')), nameXLS, 'E1l');

xlswrite (NazevExcel, cellstr(strcat('Zastoupeni dle POCTU ', ' []'")), nameXLS, 'Fl1');
xlswrite (NazevExcel, cellstr(strcat('Zastoupeni dle PROCENT ', ' [%]'")), nameXLS, 'Gl'");

(

(

xlswrite (NazevExcel, replyR2', nameXLS, 'A2');

x1lswrite (NazevExcel, reactor2, nameXLS, 'B2');

x1lswrite (NazevExcel, datum2, nameXLS, 'C2'");

xlswrite (NazevExcel, SampleName3', nameXLS, 'D2'");

xlswrite (NazevExcel, SampleName2', nameXLS, 'E2'");

x1lswrite (NazevExcel, RATIO2', nameXLS, 'G2'");

xlswrite (NazevExcel, replyR4, nameXLS Sum, 'A2'");

xlswrite (NazevExcel, SampleName5, nameXLS Sum, 'B2');

xlswrite (NazevExcel, reactord4, nameXLS Sum, 'C2');

xlswrite (NazevExcel, datum4, nameXLS Sum, 'D2'");

xlswrite (NazevExcel, cellstr(strcat ('Reaktor')), nameXLS, 'B1l');
xlswrite (NazevExcel, cellstr
xlswrite (NazevExcel, cellstr
xlswrite (NazevExcel, cellstr
nameXLS Sum, 'E1');

xlswrite (NazevExcel, cellstr(strcat('Medianova absolutni odchylka ', ' [%]")),
nameXLS Sum, 'F1');

xlswrite (NazevExcel, median2', nameXLS Sum, 'E2'");

xlswrite (NazevExcel, mad2', nameXLS Sum, 'F2');

strcat ('Datum')), nameXLS, 'Cl'");
strcat ('Typ vzorku')), nameXLS, 'D1l');
strcat ('Mediédn zastoupeni dle PROCENT ', ' [%]")),
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B Nanovlakenné nosice pro vzorkovani mikrobialni biomasy

Cirkularni
nosic |

A

Planarni |

nosi¢ % ‘ d””‘”wl

Linearni
nosi¢

Obrazek 41: Taxonomické sloZeni a relativni abundance majoritnich taxoni

(> 2,5 %) na nanovlakennych nosic¢ich odebranych z monitorovaciho vrtu
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Thermoplasmata
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L- Bacteroidia

Bacteroidales
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Anaerolineales
Anaerolineaceae
Leptolinea

Patescibacteria
ABY1
@@ Candidatus Falkowbacteria
Parcubacteria
Candidatus Moranbacteria

Dysg daceae
Proteiniphilum
Paludibacteraceae
Paludibacter
Prolixibacteraceae
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Rikenellaceae
Desulfobacterota
8 Desulfobulbales
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T- Desulfobulbus
Desulfovibrionia
—i Desulfovibrionales
LT-Desquomirrobiaceae
Desulfomicrobium
Desulfovibrionaceae
1 Desulfovibrio

Desulfuromonadia

Desulfuromonadales
L Desulfuromonadaceae
Trichloromonas
Firmicutes
F== Bacilli
il Erysipelotrichales
Erysipelotrichaceae
Erysipelothrix
—Em Izemoplasmatales
il [zemoplasmataceae
HE= Clostridia
@8 Clostridiales

J—T Clostridiaceae
Clostridium sensu stricto 1
—? Eubacteriales

hllr Eubacteriaceae
“E Acetobacterium

Oscillospirales
Hungateiclostridiaceae
Ercella

Saccharofermentans

51 Peptostreptococcales-Tissierellale

R Family XI

T Anaerovorax

Dethiosulfatibacteraceae

&3 Dethiosulfatibacter

Desulfitobacteriia

Desulfitobacteriales
Desulfitobacteriaceae
T- Desulfosporosinus
Syntrophomonadia

—T-Swtrophnmonadateae
Syntrophomonas

L
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Alphaproteobacteria

‘ €3 Rhizobiales
Rhizobiaceae
{3 Paenochrobactrum
Sphingomonadales
ATNE-Sphingumonadaceae
Sphingomonas

Gammaproteobacteria
—#@ Burkholderiales
Comamonadaceae

Aquabacterium

Limnohabitans

Polaromonas
Oxalobacteraceae

Massilia
-TII Rhodocyclaceae

- Azoarcus
—EA Pseudomonadales

Moraxellaceae
—tﬂ Acinetobacter

Pseudomonadaceae
4Hﬂl{:l Pseudomonas
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[
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RW6A-42 prezentované formou Krona graf.
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C Validace sterilizacniho protokolu od spole¢nosti BIOINOVA

"

“{Bioinova

Testovani sterility — validace sterilizaéniho postupu nanovidken

Vzorky nanovlaken byly viozeny do 50 ml kénickych zkumavek se $roubovacim uzavérem a bylo
k nim pfidano 10 ml bujénu CASO. Zkumavky byly vioZeny do inkubatoru a inkubovany pfi teploté
24°C a po dobu 72 hodin. U vzorkil poté byla kvalitativné hodnocena turbidita kultivaéniho média
(viz. Tabulka a pro ilustraci Obr. 1). U sterilizovanych nanovlakennych vzorkd nedoslo k zakaleni
roztoku ani v jednom piipadé, pfi¢emz viechny nesterilizované vzorky vykdzaly mikrobidlni

kontaminaci.
Tabulka.
Nanomaterial Vzorky | Sterilizace CA(S;: ;zze;tzl)eni Tigﬁ)ar:ii_(::tfg: ;)St
AC nosi¢ + P. putida |1-6 N 100 100
DC nosic + P. putida |7-12 N 100 100
AC nosi¢ + P. putida |13-18 A* 0 0
DC nosi¢ + P. putida | 19-24 A* 0 0
AC nosi¢ 25-30 N 100 100
DC nosi¢ 31-36 N 100 100
AC nosic¢ 37-42 At 0 0
DC nosi¢ 43-48 A** 0 0

* Sterilizace 20 minut ve 0,03% vodném roztoku ClO,
** Sterilizace 10 minut ve 0,03% vodném roztoku CIO,

Obrazek 1. Zakaleni bujonu CASO po inkubaci vzorku 2.
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Ze vzorkU bylo odebrano 100 pl suspenze, kterd byla nanesen a rozetfen na kultivacni plotny s
Tryptic Soy (TS) agarem. Nasledna kultivace probihala po dobu 72 hodin pfi teploté 24°C. U viech
nesterilnich vzork( doslo k masivnimu narustt bakterialnich kolonii (pro ilustraci viz Obr. 2), zatimco
ani u jednoho sterilizovaného vzorku nebyla pozorovana zadna kolonie (viz Tabulka). Reprezentativni
nesterilni vzorky v bujénu CASO (&. 2, 11, 25 a 32) pak byly zFedéné (fedéni 10°) pro lep3i diskriminaci
jednotlivych 100 ul suspenze bylo znovu nasazeno ke kultivaci na TS agaru. Plotny byly kultivovany pfi
teploté 33 °C po dobu 48 hodin. U vSech vzorku doslo k narustu kolonii (pro ilustraci viz Obr. 3).

Obrazek 2. Masivni nérust bakterialnich kolonii po naneseni vzorku 2 na TS agar.

o G 2

Obrazek 3. Narust bakteridlnich kolonii po naneseni vzorku 2 na TS agar pfi zFedéni 10°.
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Pro definitivni vylou¢eni kontaminace vzorkli obsahujicich sterilizovany material, byla pouZita
alternativni zkougka na sterilitu pomoci zafizeni Bact/ALERT (dle dokumentu BI-KSOP-22.7), ktery se
v spolec¢nosti Bioinova pouziva v ramci kontroly kvality v rezimu Spravné vyrobni praxe. Zafizeni velice
citlivé detekuje i minimdlni mikrobialni kontaminace na zakladé monitorovani metabolické aktivity
v roztoku, a to jak aerobni, tak anaerobni organismy.

Alternativni zkougka na sterilitu se provadi podle platného Ceského lékopisu v Cistych prostorach
(€P) v laminarnim boxu o tfidé Cistoty A umisténém v pracovnim boxu o tfidé Cistoty B metodou
pfimého o&kovani. Nasledna kultivace pak probihd mimo CP az 14 dni.

Vzorky piid se po kultivaci v zkumavkdach naockovaly do lahvicek s ptdou inzulinovymi strikackami
Omnican 50 .U, resp. 100 I.U. skrz pryZovou zdtku, na kazdé ockovani se pouzila nova stfikacka. Po 14
dnech kultivace nebyla zaznamendna kontaminace ani v jednom takto testovaném vzorku.

Zavér

Sterilizaéni postup nanovldken hodnotime jako vysoce efektivni, kdy nebyla pozorovana ani u
jednoho sterilizovaného vzorku zédnd mikrobialni kontaminace ani pfi prolongované inkubaci
na bakterialnich kultivaénich mediich.

V Praze 8.12.2021

Vypracoval: MUDr. Peter Bauer, Ph.D.

¥ Bioinova, as.
Videfiska 1083, 142 00 Praha 4
IC; 28452682 DIC: (228452682
Tel:: 241063352, info@bioinova.cz
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