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Abstrakt

Tato prace se zaméruje na hodnoceni dvou nanovldkennych materiald z polyamidu 6
a polyuretanu pouzitych jako nosice pro nitrifikacni bakterie. Vlakna byla pripravovana
pomoci stiidavého elektrického pole. Testovacim zaiizenim byl bioreaktor s fixnim lozem,
na kterém byla vlakna pripevnéna. V pravidelnych tydennich intervalech byly odebirany
vzorky jak pro otestovani aktualniho stavu bioreaktoru, tak pro zhodnoceni ristu
asloZzeni uchyceného biofilmu na nosi¢ich (fluorescenc¢ni in-situ hybridizaci, FISH).
Optickd mikroskopie slouzila k porovnani vizualnich aspektd zaplnéni nanovldkenné
plochy biofilmem. Spravnou volbou nanovldkenného pokryvu (materialu) byl podpoten
rast nitrifikacnich bakterii ve formé biofilmu. Spravnost této volby potvrdilo vyrazné
snizovani podilu vSeobecnych bakterii na vlaknech PU ve prospéch vétSiho zastoupeni

bakterii nitrifika¢nich.

Klicova slova

Polyamid 6, polyuretan, nitrifika¢ni bakterie, bioreaktor, metoda FISH



Abstract

This work focuses on the evaluation of two nanofibrous materials made of polyamide 6
and polyurethane used as carriers for nitrifying bacteria. Fibers were prepared using
the alternating electric field. The test device was a fixed bed bioreactor on which
the fibers were attached. Samples were taken at regular weekly intervals for both testing
the bioreactor condition and assessing the growth and composition of biofilm captured
on carriers (fluorescence in situ hybridization, FISH). Optical microscopy served to
compare the visual aspects of filling the nanofibrous area with biofilm. By choosing the
nanofibrous coating (material) we supported the growth of nitrifying bacteria in the form
of biofilm. The accuracy of this choice has been confirmed by a significant reduction in
the proportion of generic bacteria on PU fibers in favor of a higher proportion of nitrifying

bacteria.
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Seznam pouzitych zkratek

CHSK
NO;-
NOsz
NHg4*
AOB
NOB
EUB
PBS
FA
PFA
FISH
P-pufr
PA6
PU
MQ voda
ISO
RGB
HSV

... chemicka spotreba Kkysliku
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...amonné ionty

...amonné ionty oxidujici bakterie
... dusitany oxidujici bakterie

... vSeobecné bakterie
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... fluorescencni in situ hybridizace
... fosfatovy pufr

... polyamid 6

... polyuretan

... ultra Cista voda

... citlivost ¢ipu fotoaparatu

... spektrum cervené, zelené a modré (Red, Green, Blue)

... odstin, sytost, svétlost (Hue, Saturation, Value)
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1. Uvod

V dnedni dobé je na svété pres 7,6 miliardy lidi, ktefi at' uz primo ¢i nepfimo vyuziji
pres polovinu cisté vody rocné (celosvétové snizeni Cisté vody rocné je 3,928 km3)
za neustalé produkce vody odpadni. Se vzristajicim po¢tem lidi ma i mira spotfebované
Cisté vody rocné tendenci se vyrazné zvySovat. Spotfebovana cistd voda se vypousti zpét
do zZivotniho prostfedi veformé odpadnich vod méstskych, primyslovych
a zemédélskych. V zemich svysokym primérnym piijmem na osobu se v priméru
dostatecné vycisti az 70 % odpadnich vod, v zemich s vyS$im stfednim piijmem uz klesa
procento idealné vyciSténé odpadni vody na 38 %, a v zemich s niZ$im stfednim prijem
je to jen 28 %. V zemich s nizkym priimérnym prijmem se tato hodnota snizi na 8 %, coz je
jednou z hlavnich pricin zhorSeni Zivotnich podminek v chudych oblastech, kde jsou takto
neoSetiené odpadni vodé lidé primo vystaveni. Disledkem této nizké ti¢innosti Cisténi je
pro mistni obyvatele velmi ¢asté onemocnéni az otrava, kterda v mnoha pripadech kvili
nedostatecné lékai'ské péci mize skoncit az smrti. [1]

Vypousténi neoSetfenych odpadnich vod nemda vliv jen na lidskou populaci, ale
piredev$im na ekosystémy po celém svété. Ziviny, které jsou ve zneci$téné vodé hojné
vypoustény (organické latky, dusik, fosfor a draslik) spolu se zemédélskymi chemikaliemi
znacné urychluji eutrofizaci sladkovodnich a pobreznich oblasti pii sou¢asném znecisténi
vod podzemnich. Eutrofizace zptsobuje v ekosystémech nerovnovahu, ktera se projevuje
sniZenfim ¢&i vymizenim biodiverzity zapfi¢inénym zménou Zivotnich podminek
z vhodnych na toxické. [1]

Celosvétovy postoj k problému odpadnich vod posuzuje uz fakt, Ze zaujima jednu
z nejvyssich pricek v nutnosti k reSeni mezi globalnimi problémy. NejdilezitéjSim bodem
je neustalé zdokonalovani jiZ konvencnich procest ¢isténi odpadnich vod, a dbat na Siteni
téchto metod do vSech koutl svéta, kde s tim maji velky problém. Ve vyspélych oblastech
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je snaha spiSe o zefektivnéni cCiSténi odpadnich vod natroven nejen bezpetnou pro
zivotni prostiedi, ale dokonce az na uUroven pitné vody. [2] Zde je namisté prostor
k vyuziti technologii a materiali soucasnosti pii snaze o vylepSeni Cisticich procesu.
Jednim z hlavnich smért vedoucich ke zlepSeni efektivity Cisténi odpadnich vod je
skrze posledni dobou velmi zndmé odvétvi nanomaterialti. Vyuzivani nanomaterial ma
pii Cisténi odpadnich vod velky potencidl, pomoci kterého je snaha ucinnost ciSténi
co nejvice priblizit idedlnimu stavu (Cisté vodé€). Hledani spravné technologie, jeji
efektivni a levné vyroby pii spravném zptlisobu aplikace tak, aby vysledny systém byl co

nejefektivnéjsi, je cilem vSech skupin lidi vénujicich se pravé této tématice.
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Nanovlakna jsou pravé jednim ze zminénych typd materialti soucasnosti, které maji
zasadni vliv na vylepSeni Cisticich procesi. Jejich aplikace Ize najit napiiklad v oblasti
membranovych filtraci, nebo jako nosie biomasy (pro intenzifikaci ristu bakterii
najejich povrchu) urcené k preméné (Cisténi) latek obsazenych v odpadni vodé. Pouziti
nanomaterialli (nanovlaken) v Cistirnach odpadnich vod umoziiuje rychlejsi imobilizaci
bakterii a tvorbu biofilmu, a také zvySeni odolnosti bakterii vici toxickym latkam
vodpadni vodé. Moznost aplikace a testovani nosicli snanovlakny v pramyslovém
méritku je hnaci silou kinovacim pravé vtéto oblasti vyuziti nanomaterialt

pro nasledujici 1éta.
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2. Teoreticka cast

2.1. Pouziti nanovlaken v odpadnich vodach

2.1.1. Duvody Kk pouziti nanovlaken v odpadnich vodach

Vyuziti nanovlaken k ¢isténi odpadnich vod je velmi rychle se rozvijejicim odvétvim,
které prinasi nové mozZnosti pii vyzkumu a vyvoji novych prostiedkd Kk ziskani
kvalitnéjstho procesu c¢iSténi. Pokrok v nanotechnologiich umoznuje stale efektivnéjsi
vyrobu materiald, které jsou vhodnéjsi k aplikaci na rtiznoroda prostiedi. [3]

V priibéhu cisténi odpadnich vod je mnoho zplsobi, jak nanotechnologie vyuZit.
Prace je zamérena na vyuziti pro aerobni biologické ¢iSténi odpadni vody v biofilmovych
reaktorech. Hlavnim urcujicim rysem pro tyto reaktory je zplsob, jakym dochazi
ke kultivaci biomasy. Biomasa je v tomto typu reaktoru umisténa bud’ na nehybném nosici
tzv. fixnim loZi, nebo ve fluidnim lozi. Reaktory s fluidnim loZzem maji proménlivy stupen
plnéni a ¢asteCnou mozZnost regulace tloustky biofilmu. Hlavni nevyhodou tohoto typu
reaktoru jsou vysoké naroky na mechanickou odolnost, coZ se prozatim nesnadno slucuje
s efektivitou nosi¢li ve formé nanomateriadlli. Pro reaktory sfixnim loZem je velkou
vyhodou mozZnost instalace do stavajicich aktivacnich systémi bez nutnosti vymény typu

aerace. Pro fixni loZe existuji tyto ¢tyti zakladni typy [3]:

a) Reaktor s biofiltrem
e Biofilm je uchycen na nosic¢i (kolona), na ktery je privadéna odpadni voda
skrapénim.

e Vzduch proudi okolo nosice, takze je privadén primo na kolonu s biofilmem.

b) Reaktor s ponofenou biologickou kolonou
e Biofilm je uchycen na nepohyblivém nosici, ktery je uplné ponoren v odpadni

vodé, ktera celou kolonou protéka.
¢) Rotacni biofilmové reaktory
e Biofilm je uchycen na nosici, ktery se urcitou rychlosti to¢i na rozhrani odpadni

vody a vzduchu pro zajisténi oxidacnich procesti.

d) Reaktory s kombinovanou kultivaci biomasy

o Biomasa se vyskytuje jak na nosici, tak v pevné ¢asti slozeni aktivovaného kalu.
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Ctvrty typ reaktoru byl pouZit pro tuto praci. Dale v textu je oznatovan pouze jako
bioreaktor.
biofilmu. Z divodu nutnosti imobilizovat biomasu je treba vytvorit vhodny nosic.
Zde velmi pomohou jiZ zminéna nanovldkna, kterd jsou pri vhodné skladbé (sloZeni,
hustota, povrchova morfologie aj.) idedlni jako nosi¢ bakterii pro naslednou tvorbu

biofilmu. [3]

2.1.2. Vlastnosti nosicti s obsahem nanovlaken potirebnych pro provoz reaktoru
Jak bylo jiz nastinéno, nosi¢e musi mit urcité vlastnosti, aby mohly spravné podpofrit

rist biofilmu. Ty nejdtlezitéjsi jsou:

a) Velky mérny povrch s malymi péry a vysokou pérovitosti

Pory na povrchu nosiCe zjednodusSuji imobilizaci bakterii v pocateCnich fazich
provozu reaktoru. Diky vysoké poréznosti se mohou bakterie pevné pripoutat k povrchu
nosice, ¢imZ se ochrani pred mechanickymi vlivy provzdusiovace (stfizné sily), a zaroven

se neznesnadiiuje prinik substratu a kysliku k bakteriim. [4]

b) Biokompatibilita

Bakterie se mohou okamzité uchytit na povrchu, aniZ by dochazelo kjakymkoliv
toxickym Ucinkim a tim ke zpozdéné adhesi k materidlu. Aby byl material
biokompatibilni, musi byt také netoxicky pro Zivotni prostiedi a pro bakterie samotné.
Material musi byt také hydrofobni, protozZe ¢im je hydrofobicita vétsi, tim vétsi Sance je na

uchyceni biofilmu na nosic. [4]

c) Stalost

Toto je velmi dulezity faktor, protoZe i pii vhodném povrchu a biokompatibilité muize
byt nosic¢ destruovan chodem a vlastnostmi reaktoru. V tomto pripadé je nutné uvazovat
predevsim vysokou mechanickou odolnost, a pevnost i stdlost vysledného tvaru nosice
(ato i po dlouhé dobé vreaktoru), predevsim v disledku vysokych striznych sil

v reaktoru (dtsledek intenzivniho michani). [4]

d) Odolnost pii zméné podminek
Pti realné aplikaci je potireba pocitat s moznou proménlivosti vnéjSich (napft. teploty

se zménou ro¢niho obdobi) i vnitfnich podminek (napt. s nahlou zménou pH, koncentraci
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latek, vliv samotnych bakterii aj.) vreak¢ni nadrzi. Vlaboratornim meéritku je mozné
vnéjsi podminky ovlivnit naptiklad klimatizaci, coz v primyslu neni zcela mozné kvili
vysokym nakladiim. Vnitini podminky zavisi na pouzité bakterialni populaci (nosi¢ musi
dosahovat nizké biodegradability), na predcisténi odpadni vody z predchozi faze (sorpce
nebo inkrusty jinych latek na nosi¢ muze zplsobovat zanaSeni nosiCe), na typu
a koncentraci latek (v zavislosti na produkci/vyrobé daného primyslového podniku)
apod. Vlaboratori je vétSina podminek volitelnych a jednodu$e nastavitelnych, cozZ je
velmi zasadni rozdil oproti realné aplikaci. Je proto tieba na tyto podminky myslet uz pri
vyvoji nanovlakenného nosice. [4]

Nosi¢ by mél byt také cenové dostupny, aby jeho vyroba a aplikace byla
v primyslovém méfitku realna a konkurence schopna. Existuje vice typi nosici biofilmu,

které si Ize vybrat, kazdy typ nosi¢li ma své pirednosti a také své nevyhody. [5]

2.2. Rizika pouziti nanomateriali ve vodnim prostiedi

2.2.1. Nebezpeci nanomaterialti

Disciplinou zabyvajici se nebezpecim a riziky nanomaterialli v zZivotnim prostiedni je
nanoekotoxikologie. Je to subdisciplina ekotoxikologie a zabyva se pifedevsim identifikaci
a predvidani ac¢inkli nanomateriald na ekosystémy. Kvili velmi rychle rostoucimu trendu
vytvaret stdle nové nanomateridly v neustdle vétSim mnoZstvi, je tfeba se stejnym
Ci rychlejsim tempem ziskavat nové a presné informace o jejich moZném nebezpeci nejen
pro Cclovéka, ale i pro cely ekosystém. Prozatim je knanomaterialim chovani
a% na vyjimky stejné, jako ke kterékoliv jiné chemické latce dle jejtho sloZeni. Skodlivost
nanomateriali ma ale stejné velky potencidl jako jejich vlastni vyuziti. Oboji se
v soucasnosti stale rychleji posouva vpred velmi rychle, coz mize pii nedostatecné
pozornosti vést za desitky let k fatdlnim dlsledkiim napachanych na lidské populaci
i Zivotnim prostiedi, a to v globalnim métitku. [6]

Pii zkoumani, posuzovani a nastavovani bezpecCnostnich piedpisi pro praci
s nanomaterialy je tfeba nejprve upresnit, co si pod nebezpeim nanomateriald
predstavit, véem tkvi ona hrozba, pro¢ je nutné byt pfi praci s nimi tak obezretny,
a konecné jak se moznému riziku co nejefektivnéji vyvarovat. [6]

Nebezpeci nanomaterialt neni kazdodennim nebezpecim, které si kazdy z nas dokaze
predstavit jako pfimo zivot ¢i zdravi ohroZujici. Jednim z nejvétSich rizik je Skodlivost
zplsobena nanomateridly uvniti téla zivych organismi, protoZe jejich jedineCnost je
pravé divodem Kke zvySenému potencialnimu nebezpeci vic¢i béZnym materialim.

Zminénou zménu vlastnosti oproti béZnym materidlim zplsobuje radovy rozdil
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ve velikosti alespoil jednoho rozméru vysledného nanomaterialu, coz je pravé jednim
ze zakladnich identifika¢nich znakli nanomateriali. Pokud je porovnan onen radovy
rozdil, sama predpona napovi, Ze se jedna o délky 10-° m. [7]

Pro pochopeni potencialniho nebezpeci je tieba si uvédomit, v ¢em spociva ono riziko
nanorozméru pro Zivé organismy. Velikost nano je jiz tak mald, Ze se mohou
nanomateridly dostat pozitim i vdechnutim do krevniho obéhu a znéj do srdce, jater
a dalsich organt. Nanocastice maji stejné nebo podobné rozméry jako molekuly, coz je
hlavnim divodem Kk predpokladu, Ze jsou rizikem jak pro c¢lovéka, tak i pro Zivotni
prostiedi, dokazi totiZ reagovat jiz na bunécné urovni. [7] Reakce nanomateridlu
s organismem miiZe byt zplisobena jeho hmotnosti, jeho tvarem, poCtem Castic, ze kterych
je slozen, vétsi zménou Gibbsovy volné energie povrchu, elektrickym nabojem a neméné
dtlezitd je jejich chténa i nechténd povrchova uprava. [7] Nanomateridly maji také
schopnost kumulovat vice riznych zneciStujicich a toxickych latek, napiiklad stopové
kovy a organické latky. Hromadéni napriklad tézkych kovi v ¢astech organismu je velmi
nechténym jevem. Velkym straSdkem pro c¢lovéka neni pouze moZnost otravit se
toxickymi nanomaterialy, ale predevSim tendence zplsobovat rakovinu a v pripadé
teratogenti mit negativni vliv na prenatalni vyvoj. To by totiZ znamenalo, Ze nanocastice
maji od jejich proniknuti do celého organismu dlouhy ¢as na rozptyleni a ptisobeni. [7]

Neni zatim jasné, ktery z téchto parametri je zdsadni pro posouzeni toxicity. Je tieba
tedy stale pozorovat vSechny a statisticky vyhodnocovat, které interakce nanomaterialt
nejvice ovliviiuji spravnou funkci bunék v organismech zapficinujici negativni vlivy
na celkovy chod bunééného systému. Ziskané informace z pozorovani lze pti dostate¢ném
objemu dat v budoucnu pouzit k predpovézeni hrozby daného nanomaterialu pro kazdé

specifické prostredi a organismus. [7]

2.3. Nanomaterialy a jejich nebezpeci ve vodnim prostiredi

Nanomaterialy jsou a byly v Zivotnim prostiredi daleko drive, nez prvniho clovéka
napadla moznost jejich pouhé existence. Vyskytuji se od pradavna napiiklad ve formé
prirozené funkcénich nanomaterialt v biologickych systémech, jako jsou struktury kiidel
foraminifert, kapsid u vird, voskovitych krystali pokryvajici lotosové kvéty, pavoudi sit,
modry odstin tarantule, spodni ¢ast gekonovych koncetin, Zivoc¢isnych koloida jako je
mléko a krev, aj. Nebiologicka existence nanorozmérnych materiald je zastoupena ve
formé aerosold koloidnich ¢astic putujici skrze celou planetu vzduchem ivodou. Tyto
Castice mohou mit riizny pivod, napiiklad pomoci suché a mokré atmosférické depozice,

coZ je proces transportu chemickych latek z atmosféry, ktery se nazakladé rozdilu
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chemického potencidlu pii termodynamickych jevech absorbuje pravé do vod nebo pud.
Dale jsou tu piimé priciny jako vulkanické emise Castic, kour z riznych ptirodnich pozara
a vSechny druhy prirodnich oxidacnich procest zodpovédné za vznik koloidnich Castic.
[8-11]

Siroké vyuZiti nanomateriald je také vmedicing, ve spotiebnich vyrobcich,
v primyslu a v zemédélskych aplikacich. Tyto ¢innosti jsou hlavni pFi¢inou uvoliiovani
nanomaterialli a nanocastic do zivotniho prostiedi, kde kon¢i zejména usazené ve vodnich
zdrojich. Jakmile se tyto materidly nahromadi ve vodé, mohou pomoci vodnich
a atmosférickych cykld ovliviiovat celou planetu. Jejich vlastnosti ovliviiuji jejich stabilitu
a rozmanitost, coZ ma za dusledek Spatnou detekci sou¢asnymi analytickymi metodami
azhorSenou schopnost je zvody odstranit. To vede kjejich akumulaci, a diky Spatné
degradaci i kjejich pohlceni vodnimi organismy, které v sobé shromazd'uji Skodliviny
(toxické nanomateridly). Takto nashromazdéné latky se koncentruji u jedinci na vyssi
spotiebni Urovni. Tento pfirozeny jev se nazyva biomagnifikace. Vysoké koncentrace
téchto latek uZ mohou vyvolat velmi nepfiznivé Ucinky, nejvice pravé na bytosti
na vyssich stupnich potravniho retézce. Naakumulované nanomateridly mohou mit velmi
negativni ucinek na bunécny rist, vyvoj, zkratka celkové na stabilitu a funk¢énost daného
organismu. Napriklad nékteré nanocastice mohou svou extrémni antibakterialni
schopnosti mit zasadni vliv na vymizeni prirozené bakterialni komunity v biologickém
systému. [12]

Chovani nanomateriali zavisi nejen na fyzikalné-chemickych vlastnostech, ale také
na vlastnostech prostredi, které je piijima. VSechny nanomaterialy ve finalni fazi svého
ucelu skonci vzdy ve vodnim prostiedi, v sedimentech a v plidé. Zdroje odpadni vody
obsahuji Sirokou skalu znecistujicich latek a patogent, velmi vysoké hodnoty organické
hmoty a anorganickych kovl a iontd, které vSechny ovliviiuji stabilitu a toxicitu
nanomaterialli. V morské vodé dochazi kvili vyssi iontové koncentraci k agregaci
anaslednému usazeni v sedimentech mnohem snadnéji nez ve vodé sladké. Podle téchto
pozorovani je usouzeno, Ze jsou nanomateridly mnohem stabilnéjsi v odpadnich vodach.
Stabilita nanomateriala tedy zavisi predevsim na vlastnostech vodniho prostredi. Stabilni
a rozpustné nanomaterialy jsou mnohem dostupnéjsi, coz vede k akumulaci ve vodnich
ekosystémech a toxicité. [12]

Odpady obsahujici nanomateridly se uvolnuji do vod ve dvou smérech: primym
uvolnénim do tek a jezer, u venkovniho vyuziti povrchovym odtokem a domacimi nebo
pramyslovymi odpadnimi vodami. Nékteré nanomateriadly mohou byt toxické v laboratof,

ale v prirodnim prostredi inertni nebo naopak, pricemz nékteré z nich se stanou smrticimi

v disledku abiotického a biotického zpracovani v komplexni matrici vodnich utvart. [13]
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2.4. Nitrifikacni bakterie v kalu v ¢istirnach odpadnich vod

Vyuziti bakteridlnich populaci k ¢iSténi odpadnich je stale vice se rozvijejici oblasti
pro aplikace novych poznatkli z mnoha technologickych odvétvi. Aby bylo mozné vyuzit
bakterie co nejvice, je treba aby mély dobré podminky. K tomu je vhodné vyuziti nosice
s co nejvétSim funkénim povrchem. To mohou obstarat pravé nanomateridly presnéji
nanovlakna. Nosi¢ musi splnovat fadu podminek, kterym vyhovuji napiiklad vlakna
polyethylenova, polypropylenova, polyamidova ¢i polyuretanova. Tato vlakna
v nanomeéritku slouzi hlavné k nartistu bakterialnich kolonii ve formé biofilmu, ktery ma
diky témto vlaknim az o 90 % vyssi ucinnost biopurifikace. [15] Dalsi vyhodou je
prokazana stabilita procesu ¢iSténi odpadni vody i v pfitomnosti toxickych latek. [15]

Biologické c¢isténi odpadnich vod je nejcastéji pouzivanou technikou odstranovani
dusiku (v odpadnich vodach hlavé amonny iont-NH4-N) kvili nizkym nakladtim a vysoké
ucinnosti, se ktomu ucelu vyuzivaji nitrifikacni bakterie. Hlavni roli maji nitrifika¢ni
bakterie Nitrosomonas sp., Spirillum sp., Nitrobacter sp. a Nistrospirae sp. V prvnim kroku
odstraniovani amonného iontu (NH4-N) z odpadni vody bakterie rodu Nitrosomonas
a Spirillum preménuji oxidaci amonné ionty (NH4-N) na dusitan (NOz-N). Ve druhém
kroku bakterie rodu Nitrobacter a Nitrospirae preménuji vznikly dusitan (NOz-N)
na dusi¢nan (NO3-N). [16]

Nitrifikac¢ni bakterie jsou druhem velmi citlivym na podminky prostiedi, jako je pH,
teplota, koncentrace rozpusténého kysliku, koncentrace (NH4-N), koncentrace (NO:-N)
a koncentrace (NO3-N). Dale maji oproti ostatnim bakteriim vyskytujicim se v kalu velmi
nizkou rychlost riistu, coZ je dlivodem jejich snadného vyplaveni z reakénich nadrzi. Proto
je nutné pouzit nékteré ztechnik urcenych pro usnadnéni a napomoc jejich vyvoji

(napft. imobilizovat biomasu). [17]
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3. Experimentalni ¢ast

Cilem experimentu bylo zhodnotit funkénost a pouZitelnost vybranych
nanovlakennych materiali jako nosice pro redlné pouziti v Cistirnach odpadnich vod,
piredevsim se zamérenim se na nitrifikacni bakterie (tj. zjistit, zda je mozné selektovat pro
tyto bakterie takovy podklad, aby doslo k rychlejsi kolonizaci nosice). Vysledkem ma byt
zhodnoceni moznosti existence efektivnéjSiho odstranéni dusikatych latek (napiiklad

amonnych iontli) z odpadni vody pomoci nitrifikacnich bakterii.

3.1. Pouzité metody

3.1.1. Pristroje a chemikalie pouZité k testovani bioreaktoru

K testovani byl vyuZit laboratorni multimetr WTW inoLab Multi 9310 se sondou
na méreni pH a sondou na méreni rozpusSténého kysliku. Obsah rozpusténych latek byl
vyhodnocovan pomoci kyvetovych test spole¢nosti HACH na spektrofotometru UV-VIS
DR6000 od téZe firmy. V tomto experimentu byl také vyhodnocovan obsah chemické
spotieby kysliku (LCI 400), obsah dusitanii (LCK 341), dusi¢nant (LCK 339), fosfore¢nanti
(LCK 348) a amonnych iontti (LCK 303). Pro vyhodnoceni obsahu chemické spotreby
kysliku byly vyuzivany kyvetové testy CHSK obsahujici 90% kyselinu sirovou. Kyvetovy
test nadusitany obsahoval kyselinu aminonaftalensulfonovou, sodnou siil kyseliny
aminonaftalensulfonové, dihydrat sodné soli kyseliny aminonaftalensulfonové a kyselinu
citronovou. Kyvetovy test na obsah dusi¢nanti obsahoval propanol, 60% kyselinu sirovou
a 30% Kkyselinu fosforecnou. Kyvetovy test na obsah fosfore¢nanti obsahoval peroxosiran
disodny, 11% kyselinu sirovou a 16% kyselinu sirovou. Kyvetovy test na amonné ionty
obsahoval sodnou siil kyseliny dichlorisokyanurové, dihydrat sodné soli kyseliny
dichlorisokyanurové, hydroxid sodny a dihydrat pentakyanonitrosylzelezitanu sodného.
Pro stanoveni suSiny byl pouzivan filtr o maximalni propustnosti 0,45 um, laboratorni

susarna, laboratorni filtra¢ni aparatura, pipeta, vyvéva a laboratorni vahy Kern AB].

3.1.2. CHSKfiltrovana i nefiltrovana

Koncentrace chemické spotreby Kkysliku byla méfena na Ccerstvém odtoku
z bioreaktoru, ktery byl ziskdn po jeho odtahu z reaktoru. Ziskani filtrovaného vzorku
odtoku probihd prefiltrovanim cerstvého odtoku pres filtracni aparaturu s filtrem
o maximalni propustnosti 0,45 pum. Po prefiltrovani se oba vzorku odtoku podrobi
kyvetovému testu na CHSK (LCI 400), po kterém byla ziskdna informace koncentraci

CHSK filtrované a nefiltrované.
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3.1.3. Stanoveni susiny

Stanoveni suSiny se provadi pro zjisténi koncentrace suspenze v kalu bioreaktoru.
Nejprve bylo nutné odebrat homogenizovany kal, ktery se bude filtrovat. Pfed samotnym
filtrovanim bylo nutné si filtr zvazit na laboratornich vahach. Do filtra¢ni aparatury byl
filtr pripevnén tak, aby kal protékal skrze néj. Homogenizovany kal o objemu 10 ml byl
napipetovan do filtrac¢ni aparatury a az poté byla zapnuta vyvéva. Jakmile byl vSechen kal
prefiltrovan, tak byl filtr opatrné vyjmut zfiltratni aparatury a nasledné vloZen
do laboratorni susarny na 105 °C na 2 hodiny. Po vysuseni filtru od tekutin byl filtr
se suSinou opét zvaZen nalaboratornich vahach. Rozdilem hmotnosti filtru se susinou

a filtru samotného byla ziskdna hmotnost suSiny, ktera se obecné uvadi v koncentraci g/1.

3.1.4. Metoda fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)
Tato prace se zabyva nitrifika¢nimi bakteriemi, coZz dale specifikuje dil¢i kroky

a pouzité chemikalie. Postup metody FISH pro nitrifika¢ni bakterie zahrnuje tyto kroky:

a) Ptiprava biofilmu na fixaci

Po vytaZeni nerezové klece z bioreaktoru byla okamzité odstriZena nosna vlakna
snanovlakny z PA6 a snanovldkny z PU. Takto ustfiZenda nosna vldkna obsahovala
na nanovlakenné vrstvé biofilm, ktery byl spolu s nanovlakny pomoci pinzety odstranén

z nosnych vlaken a vloZen do zkumavky eppendorf.

b) Fixace vzorku

Prvnim krokem k charakterizaci bakterii pomoci metody FISH je jejich fixace. Fixace
za¢ina smichanim 0,5 ml vzorku a 0,5 ml 4% paraformaldehydu (PFA) do zkumavky
eppendorf. Takto vytvoreny roztok je potreba inkubovat v chladnicce pti 4 °C po dobu 3
hodin. Po inkubaci se vzorek nékolikrat promyval absolutnim ethanolem s fosfatovym
pufrem (PBS) vpoméru 1:1. Vymyvani je dilezité pro odstranéni PFA, ktery by také
vykazoval fluorescenci. Tento proces byl proveden 3x, pricemz tieti davka PBS
s absolutnim ethanolem se jiz nevyléva. Takto zafixovany vzorek je treba uchovavat pri -

20 °C. [19]

¢) Priprava vzorku na sklicko

Vtomto kroku bylo nejprve aplikovano 5-30 ul fixovaného vzorku podle jeho
koncentrace na jednu ze Sesti jamek na sklicku. Vysuseny vzorek byl prevrstven 100 pl
lysozymu o koncentraci 0,5 mg/ml. Sklicko bylo nechano vysusit a poté vzorek dikladné

omyt ledovym PBS. Opét nechano vysusit. Poslednim krokem této faze byla dehydratace
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pomoci ethanolové rady o koncentracich 50 %, 80 % a 96 %, kde byla sklicka macena

vZdy po dobu 3 minut. V tuto chvili byl vzorek pfipraven na hybridizaci. [19]

d) Hybridizace sondami

K identifikaci slouzi pravé sondy, které byly pipetovany do hybridizacnich pufri
o presnych koncentracich formamidu. Nejprve bylo tireba ptipravit hybridizacni pufr s 55
% formamidu pro sondu Nso 190 (pro rod Spirillum) na amonné ionty oxidujici bakterie
(AOB). Dalsi sondou na AOB je Nso 1225 (pro rod Nitrosomonas) pro Koncentraci
formamidu 35 %. Pro dusitany oxidujici bakterie (NOB) byly pouZity sondy Ntspa 662
(pro rod Nitrospira) a Ntspa 712 (pro rodinu bakterii Nitrospirae), které obé nalezi
hybridiza¢nimu pufru o koncentraci formamidu 35 %. Nyni jak na sklicko pro identifikaci
AOB, tak na sklicko pro identifikaci NOB byly ptridany jeSté obecné sondy EUB 338 I, EUB
338 II a EUB 338 III pro hybridiza¢ni pufr o koncentraci formamidu 20 %. Pro kazdé
aplikovani sond s riiznymi koncentracemi formamidu bylo nutné, aby byla dodrzena doba
1,5 h na inkubaci ve zkumavce s timtéz hybridiza¢nim pufrem, do kterého byla umisténa

dana sonda, tentokrat ale byl aplikovan pufr bez sondy. [19]

e) Promyvani k odstranéni nenavdzanych sond

Pred dokoncenim ¢i pred aplikaci dalsi sondy bylo nutné celé sklicko vloZzit
do praciho pufru, nechat 15 minut inkubovat, a poté ihned ponorit do ledové ultra Cisté
MQ vody na 2-3 sekundy. Praci pufry jsou opét rozdéleny podle toho, jakou koncentraci
formamidu maji vymyt, tyto pufry se lisi pouze obsahem 5 molarniho roztoku chloridu
sodného aobsahem MQ vody. Zbytek latek piidavanych do pracich pufri pro vyse
zminéné koncentrace formamidu byly ve vSech piipadech o stejném objemu. Takto
promyté a zchlazené sklicko se vzorky bylo tfeba vysusit primérenym proudem dusiku,
aby na sklicku nezbyla pro nasledujici kroky zadna vlhkost. V této fazi jiz bylo mozné
na vzorky aplikovat dalsi sondy a cely predchozi postup opakovat, nebo celé sklicko ulozit
do chladni¢ky pii 4 °C k nasledné dokumentaci. V pripadé dokonceni procesu FISH bylo
nutné sklicko pripravit k vyhodnoceni prevrstvenim 7 pl Citifluoru na kazdou jamku
sevzorkem. Pak uz byly vzorky pouze prekryty krycim sklickem, které pomoci
bezbarvého laku na nehty bylo upevnéno tak, aby zabranilo mechanickému poskozeni
pripravenych vzorka ¢i jejich nechténému posunu. Takto pripravené vzorky je treba

uchovavat v chladnicce. [19]
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f)  Vizualizace a dokumentace vysledkd po FISH

Vzorky pripravené a uchované v lednici je tfeba co nejdrive zdokumentovat, protoZe
dochazi k degradaci fluorescentni vlastnosti navazanych sond na nukleovou kyselinu
bakterii. K vizualizaci vzorki po FISH byl pouzit fluorescen¢ni mikroskop Axio Imager.M2
vybaveny prisluSnymi filtry (43 Cy3 a 44 FTIC) spolu s programem Axio vision pfi

zveétSeni 630x.

3.1.5. Metoda pozorovani povrchu vlaken pomoci optického mikroskopu

Pro tuto metodu byl pouZit opticky mikroskop Olympus BX51M vyuZivajici Cip
digitalni zrcadlovky Canon EOS 700D kzaznamenani snimaného vldkna s biofilmem
pri zvétSeni objektivu 10x (celkové zvétSeni tedy 100x). Pro slozeni jedné vysledné
fotografie v programu QuickPHOTO MICRO 2.3 funkci Deep Focus bylo tfeba nafotit
prameérné 80 fotografii daného mista, a to ve vSech hloubkach ostrosti s co nejmensim
krokem posuvu. Pfi sniZené citlivosti ¢ipu na ISO 800 a za zvySeného prisviceni byly
ziskany ty nejlepsi slozené snimky pro nasledné vyhodnoceni.

Odsttizena nosna vldkna s nanovlakny a biofilmem bylo nutné nechat dostatecné
oschnout, aby pfi osvétleni v mikroskopu nevznikaly odlesky. Vlakna byla pomoci izolepy
uchycena na podloznim sklicku, které bylo diikladné ocisténo pomoci buniciny a ethanolu.

V této fazi jiz byla vldkna ptipravena k nasnimani a naslednému slozeni.

3.1.6. Metoda vyhodnocovani snimku z FISH

Z proostienych snimka bylo treba ziskat informace o mnozstvi nitrifikacnich bakterii
zastoupenych ve vzorku biofilmu na daném typu nanovldkna. K vyhodnoceni byl pouzit
programovy skript ve vyvojovém prostiedi Matlab. Autorkou tohoto skriptu je vedouci
této prace (Ing. Lucie Svobodova, Ph.D.).

Tento skript vyuziva rozdéleni snimku do jednotlivych barevnych slozek RGB. Kazda
samostatnd vrstva RGB je tvorena 256 urovnémi Sedé, které jsou pomoci metody
prahovani (metoda Otsu) pifevedeny na bilou a ¢ernou. Timto byl ziskan cernobily obraz.
V kazdém binarnim obraze jednotlivych vrstev RGB jsou vyhodnocovany pocty objektl
ataké jejich plocha. Parametrem jsou jednotlivé pixely, ¢i po pfepoctu mikro-metry.
V obraze nejsou hodnoceny objekty odpovidajici Sumu vobraze zplisobenym
pirekrocenim detekéniho limitu mikroskopu, nebo objekty s velice nizkou intenzitou
fluorescence (odpovidajici dvojnasobku jasu pozadi).

Samotné vyhodnoceni fotek timto skriptem ukaze celkovy pocet bunék obarvenych
obecnymi sondami EUB 338 (I, Il a III) a NONEUB, které odpovidaji zelené ¢asti obrazu,
asondami Ntspa 662, Ntspa 712, Nso 1225 a Nso 190, které odpovidaji Cervené Casti
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obrazu. Vysledek byl obdrZzen ve formé tabulky s poCtem procentualniho zastoupeni

nitrifika¢nich bakterii.

Obrazek 1

Obrazek 2 Obrazek 3

Priklad fluorescen¢niho FISH snimku kalu s nitrifika¢nimi bakteriemi (Obrazek 1).

Rozklad obrazu na Green (Obrazek 2) a Red (Obrazek 3) slozku.

3.1.7. Metoda vyhodnocovani snimkt z optického mikroskopu

Tato metoda vyhodnocuje primérny priristek biofilmu béhem celého experimentu.
K vyhodnoceni byl pouzit programovy skript ve vyvojovém prostiedi Matlab. Autorkou
tohoto skriptu je vedouci prace (Ing. Lucie Svobodov3, Ph.D.).

Aby bylo spravné urcené mnozstvi biofilmu, bylo treba nejprve urcit procentualni
zastoupeni samotného nosice zaplnéného i nezaplnéného biofilmem na fotografii. To bylo
opét provedeno metodou prahovani, ktera si urci hodnotu jasu pro pozadi. Hodnoty vyssi,
nez tento prah zaujima nosic s biofilmem. Timto byl oddélen nosic s biofilmem od pozadi,
jesté bylo treba oddélit nosic s biofilmem od nosice bez biofilmu. K tomu byla pouzita

metoda segmentace, kterd vyuZiva jednotlivych vrstev HSV. Pro selekci biofilmu bylo
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vyuzito saturace z HSV vrstvy obrazu. Saturace nad 40 % byla povaZovana za biofilm
(hodnota byla ziskana empiricky). [20]
Vystupem této metody je informace o ploSném zaplnéni nosice biofilem. S témito

udaji jsou ziskany presné informace o nardstajicim biofilmu v priibéhu experimentu.

Obrazek 6 Obrazek 7

Priklad snimkl z optické mikroskopie (vlevo). Identifikace biofilmu na nosici

(vpravo).

3.2 Set-up experimentu

3.2.1. Uvod k experimentu

Nejvhodnéjsim zpisobem, jak vlaboratoii otestovat nanomaterialy zptsobem
co nejvice pribuznym realnému cisténi odpadnich vod, je takzvany bioreaktor. Bioreaktor
je vodotésna valcova nadoba, ve které se v tomto pripadé vyskytuji bakteridlni smési z jiz
funk¢ni Cistirny, kde se nitrifikacni bakterie skutecné vyskytuji. Typ reaktoru, ktery je pro
tuto praci vyuzit, je reaktor s kombinovanou kultivaci biomasy, kde nanovlakenny nosic je
umistén primo do aktivacni nadrze (reaktoru). Variantou se stal nosi¢, ktery je instalovan
napevno, tudiZ se nepohybuje spolu s aktiva¢ni smési, a je pouzita jemnobublinna aerace,
coz jej Cini vice odolnym vici negativnim mechanickym vliviim na jeho nanovldkennou
slozku.

Velmi dilezitou ¢asti celého experimentu je samotna aktivacni smés. V tomto pripadé

se jedna o kal zjiz zabéhlé komunalni Cistirny odpadnich vod z oddilu, kde se prave
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nitrifika¢ni bakterie vyuzivaji k CiSténi. Z téchto dliivodl byl tento aktivovany kal pouzit

jako smésné inokulum, ze kterého lIze nitrifika¢ni bakterie vyuZit.

3.2.2. Pripravareaktoru

Pfed samotnym sestavenim reaktoru bylo nutné zajistit co nejlépe stalost vnéjSich
podminek po celou dobu trvani experimentu. Vlhkost byla vzhledem k povaze
experimentu zanedbatelnd, pozornost tedy byla soustiedéna na teplotu a tlak. Tlak byl
okamzity atmosféricky. NejnarocnéjSim parametrem byla tedy stala teplota i pres velmi
proménlivé prostiedi v obdobi nastavajiciho 1éta. Tento problém byl ale zdarné vyiesen
samostatnou mistnost s klimatizaci, coz udrzovalo stabilni teplotu (20 + 1) °C.

Nejprve byla vybrana dostatec¢né velka 18l sklenéna valcova nadoba pro nenarocnou
manipulaci s vnitinim zafizenim a dobrou pfistupnosti pro pravidelné odbéry
na testovani. Dale bylo tieba pripojit kvalitni provzdusinovani kvili zajisténi vhodnych
podminek pro kultivaci aerobni bakterialni populace, a pro dostate¢nou homogenizaci
obsahu nadoby. Aby dochazelo k provzdusnovani reaktoru v celém jeho objemu, vyuZil se
plochy vzduchovaci kdmen pripojeny na aerator SERA air 550 R plus, na kterém
se nastavila optimalni sfla vzduchovani (2-3 litry vzduchu na 1 litr objemu reaktoru
za 1 hodinu).

Odtah prebytecné kapaliny zreaktoru byl realizovan pomoci odsavani, a to
pripojenim hadice na peristaltické cerpadlo Watson-Marlow. Cilem je zajistit konstantni
objem média v reaktoru.

Posledni hadicovy privod do reaktoru dopliiuje sedimentovany kal vodou spolu s P-
pufrem a chloridem amonnym jako substratem pro nitrifikacni mikroorganismy. Toto
médium skladajici se z vody, P-pufru a NH4Cl je pomoci peristaltického Cerpadla Watson
Marlow 323 vedeno do reaktoru.

Predposledni slozkou kplné funkénimu reaktoru je dodani bakteridlni smési -
aktivovaného kalu z Cistirny odpadnich vod. Na poc¢atku byly ptidany 4 1 aktiva¢ni smési
z komunélni COV vysoce zatéZované amoniakalnim dusikem. UZzitny objem aktiva¢ni
smeési byl nastaven na 6 1. Reaktor byl provozovan v rezimu (Sequencing Batch Reactor)

s periodou 12 hodin a dobou zdrzeni 1,5 dne.

3.2.3. Popis pouzitych nosicii s nanovlakny
V experimentu byly pouzity dva druhy nanovlakenného nosice lisici se predevsSim
chemickym sloZenim. Samotna nanovlakna byla zvlaknéna na nosnou nit z polypropylenu

o jemnosti 1200 dtex (jedna se o textilni jednotku oznacujici gramy na 10 km), priméru
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Imm a s 3 % predimpregnatu firmy Nanoprogres. Prvni typ nanovldken byl
z polyuretanu Larithane 1083 s jemnosti 10 dtex o priméru nad 300 nm (Obrazek 8).
Druhy typ nanovlaken byl z polyamidu 6 s jemnosti 9 dtex a primérem nad 400 nm
(Obrazek 9). V obou pripadech Slo o jeden nanos. Nanovlakna byla zvlaknéna technikou
stiidavého zvlaknovani na nosnou nit s predimpregnatem, ktery slouZi jako spojujici

materidl mezi nosnou niti a nanovldkennou vrstvou. Predimpregnat je know-how firmy

Nanoprogres, ktera tento systém uchyceni nanovlaken vyviji.

Obrazek 8 Obrazek 9

Obrazek 8. Nosné vlakno pokryté vrstvou polyuretanu o zvétSeni 50x.

Obrazek 9. Nosné vldkno pokryté vrstvou polyamidu 6 o zvétSeni 50x.

: {
=
Obrazek 10 Obrazek 11

Obrazek 10. Hustota nanovlaken polyuretanu pti zvétSeni 5000x.

Obrazek 11. Hustota nanovlaken polyamidu 6 pti zvétSeni 5000x.
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3.2.4. Priprava nosici

Pripravené nité s nanovldkennym pokryvem bylo nutné upevnit tak, aby
se nepohybovali (tzv. fixni loZe). Byl zvolen klecovy zptlisob uchyceni. Vlakna byla uvazana
pfimo na nerezovou miiz tak, aby dochazelo co nejméné k poskozeni nanovldkenné
vrstvy. Na tyto mriZe bylo tfeba pfrivazat nosné nité s nanovldkennou tUpravou povrchu
(Obrazek 12). Samotné pripeviiovani vldken bylo velmi narocné, protoze i pfi
sebemensim otéru vlaken o sebe se z nich sdirala nanovlakenna vrstva. Bohuzel pro tento
typ reaktoru bylo nutné vlakna pevné uchytit, aby nedochazelo k jejich volnému pohybu,
takZe ztrata hustoty nanovldkenného pokryvu na vlakné nosném byla nevyhnutelna.
Snaha se odéru vyvarovat byla zbyte¢na, jelikoZ k nému stejné dochazelo i pfi velmi
opatrné praci.

Jakmile byla v§echna vlakna navazana na mrizich, bylo tfeba k sobé mtiZe pripevnit,
aby byla zajiSténa jejich stabilita v reaktoru. Na ptipevnéni byla pouzita Inéna nit spolu
se zbytky hadicek na vymezeni prostoru 2,5 cm mezi jednotlivymi mfiZzemi. Timto
zplsobem byl vytvoren cely nosny systém vlaken, ktery vreaktoru tvoii fixni loze

(Obrazek 13).

Obrazek 12 Obrazek 13

Obrazek 12. Navazana vlakna na mriz.

Obrazek 13. Dokonceny nosny systém vlaken.

26



3.2.5. Spusténi bioreaktoru
Nosic¢ s vlakny byl poloZen piimo na vzduchovaci kamen tak, aby byla zajisténa jeho

maximalni stabilita b€hem cyklu reaktoru (Obrazek 14).

. Ty

Obrazek 14
Obrazek 14. Nosic vloZeny do reaktoru.

3.2.6. Cyklus bioreaktoru

Ke spravnému chodu bioreaktoru bylo potreba vytvorit kolobéh celého systému
(Obrazek 15), aby byl zajistén bezproblémovy pribéh experimentu. Reaktor popisovany
v tomto experimentu byl nastaven na 12h cyklus. Po dobu 11 hodin dochéazi ke stalé aeraci
(provzdusnovani). Poté se aerace vypne a 40 minut celd aktivac¢ni smeés sedimentuje, tedy
se oddéluje kapalna a pevna faze. Nakonec je z reaktoru odsavana kapalna slozka po dobu
20 minut, aby se uvolnil objem reaktoru pro postupné dopliovani média v dalsich 11

hodinach.

voda s NHa* a (f“\\q
\_J (Y

POs* lonty

odtah odpadni
ferpadio 2 vody

cerpadio 1

dmychadlo ’J

vzduch

nanovlakenné nosice

Obrazek 15
Obrazek 15. Schéma prototypu laboratorniho bioreaktoru s fixnim loZem.
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3.3. Testovani priibéhu experimentu

Bylo potreba provést celou radu testli ke spravnému vyhodnoceni stavu nosica
s nanovlakny, v¢etné hodnoceni chodu reaktoru samotného. Vzhledem k pomalému ristu
bakterialni populace (nitrifika¢ni bakterie) byly vzorky z reaktoru odebirany vzdy jednou

tydné.

3.3.1. Odbér vzorki z bioreaktoru a nosice s nanovlakny

Aby bylo moZné otestovat reaktor s vlakny, a pritom nepieruSovat jeho chod, bylo
treba délat odbéry v urcitém poradi a fazi cyklu reaktoru. Nejvétsim zasahem do reaktoru
je odbér nanovlaken s biofilmem, tudiZ se timto odbérem zacind a provadi se za oné
jedenactihodinové aerace. JelikoZ se musi vyzvednou cely nosi¢, tak neni moZné jej
odebirat v dobé sedimentace a odtahu z reaktoru, protoze by se cely proces sedimentace
zrusil, kal by se rozvitil a odchazel z reaktoru spolu s kapalnou sloZkou. Vldkna je tedy
tifeba odebirat co nejdiive kvili spravnému nacasovani celého testovani, tudiz v dobé
aerace a pred odtahem. Odbér vldken musi probihat co nejrychleji, aby nedochazelo
k jejich vysychani a tim k ubytku aktivniho biofilmu.

Dalsim krokem je zméreni pH a koncentrace kysliku pomoci sond ptipojenych
na multimetr. Koncentrace kysliku byla méfena predevSim pro kontrolu stalosti
podminek experimentu. KdeZto méfeni pH sondou je velmi dtleZitym zdrojem informaci
o aktualni kondici bioreaktoru a efektivité Cisticiho procesu.

Po zméteni koncentrace kysliku a pH je tfeba odebrat ¢ast suspendovaného kalu
piimo z reaktoru kvili zjiSténi koncentrace suSiny v gramech na jeden litr. Vzorek
se odebird taktéZz pri aeraci pro zachovani homogenity, ¢imZ bylo zajiSténo ziskani
objektivnich hodnot susiny v reaktoru.

Nasledujicim krokem je odbér odtazené kapaliny z reaktoru po fazi sedimentace pro
presné zméreni koncentrace rozpusténych latek, aby bylo mozné zjistit, zda se nitrifikacni
bakterie opravdu vyskytuji v reak¢éni nadrzi, a zda proces cisténi reaktoru od amonnych
iontli funguje. Kapalna faze se pri sedimentaci da odebrat primo zreaktoru, ale pro
zjednoduseni celého procesu odbért se pred jejim odtaZenim vloZi konec odvodné hadice
do samostatné nadoby, tim je zajiSténa Casova variabilita pro piesnéjsi planovani priibéhu

testovani, protoZe uz nenf tfeba se ridit cyklem reaktoru.
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4. Vysledky
4.1. Testovani stavu reaktoru
Stav bioreaktoru béhem experimentu Ize vycist z nasledujicich graff.
Graf1
Koncentrace rozpusténych latek v bioreaktoru
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Graf 1 zobrazuje koncentraci dusitanti, dusi¢nand, amonnych iontd a fosfore¢nanti.

Krivka priibézné koncentrace amonnych iontd ukazuje jejich zbytkové koncentrace, tedy

ucinnost prvniho stupné nitrifikace — ¢innost AOB jak v biomase reaktoru, tak o AOB

bakteriich uchycenych na nosi¢i. Krivka koncentrace dusitani podava informaci

o funkcnosti NOB bakterii. Krivka koncentrace dusi¢nanti podava informaci o kone¢ném

produktu NOB bakterii v bioreaktoru.
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Graf 2 znazorfiuje zménu riznych ukazatell. Kiivka rozpusténého kysliku potvrzuje
stalost vzduchovani béhem cykld reaktoru a pfi pravidelnych odbérech. Krivka CHSK
nefiltrovand charakterizuje koncentraci organickych latek jako chemickou spotfebu
kysliku na oxidaci jak biologickych, tak nebiologickych organickych latek (rozpusténych
i nerozpusténych). CHSK filtrovana zahrnuje jiZ pouze latky rozpusténé, jelikoZ dochazi
k odfiltrovani latek nerozpusténych. Jak lze vidét v CHSK nefiltrované, tak od druhého
ke tretimu odbéru doslo kmasivnimu nardstu, ktery mohla zplisobit rostouci

neusaditelni biomasa.

Graf 3

Priibézné hodnoty pH v bioreaktoru
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Hodnota pH

Graf 3 zobrazuje pribézné hodnoty pH za celou dobu priibéhu tohoto experimentu.
Kvili nitrifikacnim bakteriim je velmi dilezité tuto hodnotu kontrolovat, protoze miize

zpusobit jejich odumirani.
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Graf 4

Prubézna susina v bioreaktoru
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Graf 4 zobrazujici pribézné hodnoty susiny naznacuje, Ze béhem celého testovani
dochazelo k ubytku suSiny v reaktoru, protoZe byl reaktor zatéZovan pouze amoniakalnim
dusikem jako substratem pro nitrifikujici mikroorganismy. Model reaktoru tak simuloval

proces post-nitrifikace bez organického substratu.

4.2, VysledKky z optické mikroskopie
Graf 5
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Graf 5 znazoriiuje zastoupeni nanovlakenného nosice ve snimaném obraze. Jedna se
o jednoduché hodnoceni stavu nosice (tj. zda napriklad nedochazi k rozplétani ¢i uniku
jednotlivych niti z vlaken). JelikoZ je zaplnéni nosiCe v obraze témér konstantni, resp. neni

pozorovan zadny trend, lze hovorit o tom, Ze struktura nosice (resp. primér) byl
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v pribéhu experimentu staly. Odchylené hodnoty ve 14.den den testu miiZe byt chyba

méreni.
Graf 6
Priibézné zaplnéni biofilmu na nosici
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Graf 6 poukazuje na rist biofilmu (nitrifikacnich bakterii) na nanovlakenném nosici.
Velice shodny trend ristu biofilmu na obou nosi¢ich poukazuje na vhodnost aplikace
nanovlaken v daném sméru. Nicméné je nutné podotknout, Ze pti této analyze se jedna
o celkovy biofilm (tj. bez rozlieni o jaké bakterie se jedna).

Nasledujici obrazky porovnavaji zaplnéni nosice biofilmem pro 0. a 5. odbér u obou

typt nanovlaken.

Obrazek 16 Obrazek 17

Obrazek 16: Cisty nosi¢ s nanovlakny z PU.

Obrazek 17: Nosic¢ s vlakny z PU pii 5. odbéru.
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Obrazek 18 Obrazek 19

Obrézek 18: Cisty nosi¢ s nanovlakny z PA6.
Obrazek 19: Nosic s vlakny z PA6 pti 5. odbéru.

4.3. Zastoupeni bakterialnich populaci metodou FISH
Grafy zastoupeni bakteridlnich populaci metodou FISH, jeZ jsou uvedeny niZe, mohou
ukazat procentudlni zastoupeni specifickych bakterii (tj. AOB, NOB) nebo ostatnich

bakterii (jako EUB). Chyba méreni byla pro nasledujici vysledky max. 10 %.

Graf 7
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Graf 7 doklada zastoupeni nitrifikacnich bakterii v kalu. Mirny rozkmit hodnot

v jednotlivych odbérech (dnech) mize odrazet jistou bakterialni

nerovnovahu v bioreaktoru.
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Graf 8
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Graf 8 potvrzuje Ubytek EUB bakterii a podava informaci o slozeni bakterii

Vv

vyskytujicich se na nanovlakenném nosici z PU. Vyssi podil zaujimaji dusitany oxidujici

bakterie (NOB), i kdyZ pii druhém odbéru doslo k jisté odchylce.

Graf9
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Graf 9 se tykd nanovlakenného nosice z PA6, na némz se prokazatelné zadrzovalo
veétsi mnozstvi EUB bakterii; bakterie oxidujici amonné ionty i dusitany byly v témeér
stejném poméru. Na nosici PA6 se vyskytovalo vice EUB bakterii, nez bylo ptitomno v kalu

(Graf 7), coZz miiZe naznacovat, Ze nosi¢ PA6 neni pro nitrifikacni bakterie pfili§ vhodny.
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Z vysledkt optické mikroskopie (které dokladaji shodné zastoupeni biomasy
na nosici PA6 i PU) pak byl vyvozen zavér, Ze biomasa na nosic¢ich PA6 a PU je shodnj, ale
zastoupeni nitrifikacnich bakterii je zcela jiné.

V nasledujici obrazcich z fluorescen¢ni mikroskopie Ize vidét FISH vzorky AOB i NOB
bakterii zastoupenych na obou typech vldken a v kalu reaktoru. Ve vSech pripadech se

jedna o 5. odbér.

Obrazek 20 Obrazek 21

Obrazek 20: Obarveni AOB bakterii na nosici s PU nanovlakny.

Obrazek 21: Obarveni NOB bakterif na nosic¢i s PU nanovlakny.

Obrazek 22 Obrazek 23

Obrazek 22: Obarveni AOB bakterii na nosici s PA6 nanovlakny.
Obrazek 23: Obarveni NOB bakterif na nosic¢i s PA6 nanovlakny.
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Obrazek 24 Obrazek 25

Obrazek 20: Obarveni AOB bakterii z kalu v bioreaktoru.

Obrazek 21: Obarveni NOB bakterii z kalu v bioreaktoru.
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5. Vyhodnoceni vysledkii

5.1. Bioreaktor

Velmi zajimavou casti z dat ziskanych z bioreaktoru bylo obdobi od 2. do 4. odbéru.
Lze zde vidét vychylky témér ve vSech krivkach, az na rozpustény kyslik (Graf 1)
a koncentraci amonnych iontt (Graf 2), protoze tyto veli¢iny byly dopliovany externimi
zdroji tak, aby jejich prisun byl stabilni. Tento jev byl s nejvétsi pravdépodobnosti
malostétinatct, ktefi se Zivi aktivovanym kalem i s bakteriemi, coZ velmi ovlivnilo celkovy
stav v reaktoru. Jelikoz je jejich potravou veskera biomasa reaktoru, tak lze vidét (Graf 4)
velmi rychle se sniZujici koncentraci susiny (pri 5. odbéru byl reaktor témér bez kalu).
[21] Nejvyraznéjsi zmeény v trendu krivek si Ize vSimnout u CHSK, kde je nepochybné
narust u nefiltrované CHSK, coz opét odpovida piremozeni organické hmoty (opét se jedna
s nejvétsi pravdépodobnosti o vodni cervy).

U 4. a 5. odbéru jsou jiz opét viditelné ustalenéjSi hodnoty ukazatelli stavu
rozpusténych latek v bioreaktoru. Hlavni podil na této zméné ma nedostate¢né mnozstvi
zivin (kalu), které mélo za nasledek radikalni ubytek vodnich cervi.

Jak si Ize vSimnout, funkénost AOB a NOB bakterii byla v poradku, protoze stale
dochazelo k oxidacnim procestim, coz dokladaji hodnoty prakticky nulové koncentrace

dusitant a koncentrace dusi¢nanid odpovidajici oxidovanym amonnym iontdm.

5.2. Opticka mikroskopie vzorkii vlaken s biofilmem

Obrazek 8 poukazuje na rozdily mezi nanesenymi nanovldkennymi vrstvami PU
aPA6. Vrstva PU je jiz na prvni pohled oproti PA6 velmi nehomogenni a celkové
ynekvalitné zpracovana“. Obrazek 10 zobrazuje poréznost obou materialti, kde PA6 ma
mnohem vétsi zahusténi vlakny bez vyrazné slepenych €asti.

Rist biofilmu byl vzhledem k udalostem v reaktoru ovlivnén také, coz se promitlo
na rychlosti ristu u PA6 nosice od 2. do 3. odbéru, a u PU nosice od 3. do 4. odbéru (Graf
6). Od 4. odbéru biofilm opét zvysoval sviij podil na ploSe nosi¢t. Za 35 dni pokryval u PU
nanovlakenného nosice pies 24 % jeho plochy, a u PA6 nanovlakenného nosice témér 26
% jeho plochy (odchylka méteni byla 10 %). Oba nosice jsou v tomto sméru srovnatelné.
Lze tedy sjistotou fici, Ze oba nanovldkenné nosice podporuji rychly rast biofilmu

i za pritomnosti vodnich cervi, kteri cely proces velice komplikuji.
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5.3. Fluorescenc¢ni mikroskopie vzorku FISH

Vysledky z FISH analyzy aktivovaného kalu reaktoru potvrzuji fakt, Ze vstupni
aktivovany kal pochazel z Cistirny odpadnich vod z oblasti, kde byla hojnost nitrifikacnich
bakterii. AOB (27 %) a NOB (17 %). Prtiimérné se jejich podil AOB a NOB pohyboval kolem
44 % z celkového zastoupeni bakterii v bioreaktoru. Od 2. do 4. odbéru dochazelo
k ubytku vSeobecnych EUB bakterii za zvySujiciho se procentudlniho zastoupeni
nitrifika¢nich bakterii.

Nanovlakenna vrstva PA6 vykazuje velmi dobrou afinitu k vSeobecnym bakteriim,
cozlze porovnat i svysledky bakteridlniho slozeni kalu. Na této nanovlakenné vrstvée
dochéazelo taktéz k vyraznému napadeni vodnim ¢ervem, coz ale vzhledem ke zpracovani
této vrstvy necinilo zasadni problém. Jakmile jiZ nebyli vodni ¢ervy aktivni, doslo k velmi
rychlé obnoveé sloZeni biofilmu na tomto nosici podle ptivodniho trendu.

Velmi dobrych hodnot podilu nitrifika¢nich bakterii bylo na nanovlakenné vrstvé PU,
ktera ackoli méla znatelné horsi technické zpracovani, tak projevila vysokou miru
podpory ristu téchto bakterii. Zajimavé také je, Zze v priibéhu experimentu dochazelo
na tomto typu nosice k neustalému snizovani podilu vSeobecnych bakterii, a jiz od tretiho
odbéru tudiz k zasadni prevaze procentualniho zastoupeni nitrifikacnich bakterii, coZ bylo

cilem predkladané prace.

5.4. Diskuse dosaZenych vysledkti s odbornou literaturou

Polypropylen pouzity vtéto praci jako nosné vlakno pro samotny nanovlakenny
pokryv je ovérenym materidlem pro aplikaci v biotechnologiich na nosice bakterialnich
populaci pri ¢iSténi odpadnich vod. Aplikace tohoto materidlu jako nosného systému
pro dalsi vrstvy vlaken stejné jako v této praci je velmi cCastd vzhledem k udrzeni jeho
standartnich vlastnosti béhem experimentu odvijejicich se od zptisobu vyroby. Sam
0 sobé je tedy vybornym univerzalnim nosi¢em bakteridlnich populaci zavisejicich pouze
na slozeni biomasy (na rozdil od polyesteru, ktery je vyrazné hor$im nosicem). V pripadé
jeho pouZziti jako nosného systému pro vlakenné vrstvy z rliznych materialt nezplisobuje
zkresleni vysledkii, a naopak vyrazné napomaha pri imobilizaci biomasy, coZ zejména
v experimentu této prace bylo velkou vyhodou. [15, 18]

Dalsi dulezitou slozkou je efektivita zvolenych materidld vzhledem Kk povaze
experimentu. V experimentu z literatury [5] tykajiciho se pouziti namotanych materialt
z aktivovanych uhlikovych vlaken, polyvinylalkoholovych vlaken a z kifemikovych vlaken
na polypropylenovy nosic, ktery mél podporit rist biofilmu methanogennich bakterii,

se ukazalo, ze stejné jako v tomto experimentu je velmi dilezité spravné zvolit vstupni
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smés bakterii, ktera bude nosi¢e Kkolonizovat. Schopnost 1épe imobilizovat biomasu
se ukazala jako neméné duleZitou. V jejich piipadé byl nejlepsi nosi¢ z aktivovanych
uhlikovych vlaken, ktery velmi dobfe udrzoval a podporoval dominantni mikrofléru
methanogennich bakterii. Vldkna z polyvinylalkoholu a zkifemiku jim nevykazovala
zadnou zlepsSenou schopnost podpofit riist téchto methanogennich bakterii. [5]

V experimentalni Casti této prace byla zvolena vlakna z polyamidu 6 a polyuretanu,
ktera maji velmi dobré predpoklady pro dobry rist bakteridlnich populaci. Vldkna
obsahujici uhlik maji totiz dle literatury vétsi tendenci k podpofte ristu biofilmu. Rozdil
mezi jejich efektivitou na rist nitrifikacnich bakterii byl vSak velmi znatelny. Polyamid 6
se choval jako velmi efektivni imobilizator biomasy, a stejné tak dobie podporoval v ristu
vSechny bakterie bez rozdilu. Nanovldkenna vrstva z polyuretanu vSak svou schopnosti
preferencniho rdstu nitrifikacnich bakterii polyamid 6 vyrazné piedcila. Polyuretan je

tedy vybornym materialem pro nosic nitrifika¢nich bakterii.
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6. Zaveér

Ackoliv vreaktoru doSlo ke zhorSenym podminkam (zplisobené vyskytem
a premnozZzenim vodniho Cerva rodu niténkovitych), bylo to paradoxné nakonec
ve prospéch ovéreni testu nanovlakennych nosic¢d. V reaktoru doslo k razantnimu tbytku
kalu, ale navzdory tomu stale dochazelo k riistu bakterialnich populaci na nosicich a diky
tomu byl ziskdn velice dobry nahled do situace, kterd muze v redlnych podminkach
skutecné nastat. Proces oxidace amonnych ionttli byl i za této situace stale aktivni, coz byl
jeden z dileZitych ukazatell existence nitrifikacnich bakterii v bioreaktoru. Nanovlakenna
vrstva zde pulsobila ve velké mire i jako prostiedek k ochrané bakterii pred jejich
predatory. Diky témto podminkdm bylo také nakonec mozné identifikovat material, ktery
bude pro nitrifika¢ni bakterie vhodnéjsi (umozni rychlejsi nebo i stabilnéjsi kolonizaci).

Vhodnéj$im nanovldkennym materidlem pro nosi¢ nitrifika¢nich bakterii byl
polyuretan. Ackoli mél vyrazné horsSi homogenitu nanosu neZzli polyamid 6,
nejpodstatnéjSim ukazatelem bylo vysoké procentualni zastoupeni nitrifikacnich bakterii
v biofilmu. Nejslabsi strankou téchto vlaken je vSak jejich mechanicka odolnost, protoze
jiz pri lehkém dotyku dochazi k odstranovani nanovlakenné vrstvy. PrestoZe je metoda
pripravy nanovlakennych nosi¢i pomoci predimpregnatu levnd, neni jesté zdaleka
ve finalni fazi svého vyvoje. Soucasny stav dodavanych vlaken nema dostate¢nou odolnost
(napf. vici rucni instalaci na fixni loZe), coZ ma za nasledek sniZeni hustoty pokryti
nanovlaken na vlakné nosném.

V této praci byla hodnocena pouzitelnost vybranych nanovlakennych materiala (PUR
a PA6) jako nosice pro realné pouziti v Cistirnach odpadnich vod, a to pro kolonizaci
nitrifikacnimi bakteriemi. Bylo zjiSténo, Ze je moZné selektovat pro tento typ bakterii
takovy podklad, aby doslo k rychlejsi kolonizaci nosice a k tvorbé stabilniho a vysoce
aktivniho biofilmu. Finalné pak (jakmile se vyteSi technické zpracovani vlaken) bude
mozné takovy nosi¢ pouzit pro efektivnéjsi odstranovani dusikatych latek (napriklad
amonnych ionti) z odpadni vody, jelikoZ tim bude docileno zvySeni biomasy nitrifikac¢nich

bakterii na jejich povrchu.
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