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Anotace

Tato prace vznikla s cilem vytvofit novy typ nosice biomasy pro podporu post-treatment
procesti na Cistirndch odpadnich vod. Byly vyvinuty a otestovany dva typy nosicl
biomasy — 3D mikrovlakenny sendvicové struktury a nanovlakenny v podob¢ core/shell
struktury. Nejprve probihala selekce a testovani vhodnych materiala a struktur. Nasledné
byly postupnym vyvojem vytvafeny a testovany ruzné formy nosi¢t do té doby, dokud
nedoslo k vytvofeni nosic¢e pozadovanych parametrii a u¢innosti pro zvoleny biologicky
proces. Porovnanim nosi¢li bylo dosazeno zavéru, Ze nanovldkenné jsou nejlépe
osidlovany specifickymi nitrifikacnimi bakterie a tvofeny biofilm je velmi pevné
ptichycen k povrchu. Do 3D mikrovlakennych nosi¢i je velmi rychle zachytavana
prvotni biomasa a je zde velky prostor pro rlst biofilmu s aktivnimi bakteriemi. Oba
vyvinuté nosi¢e maji oproti komeréné dostupnym mnohem lepsi vlastnosti pro adhezi
bakterii a nasledny rast biofilmu a jsou vyuZzitelné pro rizné procesy. V ramci prace
vznikla fada vystupi a poznatkii pfispivajicich oboru Ccistirenstvi a biofilmovym

procestim piedevsim z hlediska hodnoceni biofilmu a struktur nosice.

Klicova slova
biofilm; c¢isténi odpadnich vod; mikrovldkna; nanovlakna; nitrifikace; nitrifika¢ni

bakterie; nosi¢ biomasy; post-treatment



Annotation

This work aimed to create a new biomass carrier to support post-treatment processes at
wastewater treatment plants. Two types of biomass carriers were developed and tested —
3D microfibrous sandwich structures and nanofibrous ones in the form of a core/shell
structure. First, the selection and testing of suitable materials and designs took place.
Subsequently, various forms of carriers were created and gradually tested until a carrier
with the required parameters and efficiency for the selected biological process was
completed. By comparing the carriers, the conclusion was reached that specific nitrifying
bacteria best adhered to nanofibrous ones, and the formed biofilm is firmly attached to
the surface. Primary biomass is captured very quickly in the 3D microfiber carriers, and
there is ample space for the growth of a biofilm with active bacteria. Both developed
carriers have much better properties for bacterial adhesion and subsequent biofilm growth
than commercially available ones and can be used for various processes. As part of the
work, several outputs and findings contributing to sewage treatment and biofilm

processes were created, especially by evaluating biofilm and carrier structures.

Keywords
biofilm; biomass carrier; microfibers; nanofibers; nitrification; nitrifying bacteria; post-

treatment; sewage treatment
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Seznam pouzitych zkratek a symboll

AC — sttidavy proud

AOA — amoniak oxidujici archea

AOB — bakterie oxidujici amoniak

BSK — biochemicka spotieba kysliku

CE — sbérna elektroda

CO: — oxid uhli¢ity

COV - ¢&istirna odpadnich vod

DC — stejnosmérny proud

DNA — deoxyribonukleova kyselina
Et-OH — etanol

EPS — extracelularni polymerni latky
FDA — americky tfad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
Fe — Zelezo

Fe O3 — oxid Zelezity

FesO4 — oxid Zeleznato-Zelezity

FISH — fluorescen¢ni in-situ hybridizace
H — vlhkost

HRT — hydraulicky retencni cas

CHSK - chemicka spotieba kysliku

KF — konfokalni mikroskopie

KH2PO4 — dihydrogenfosforec¢nan draselny
K2HPO4 — hydrogenfosfore¢nan draselny
KTJ — kolonie tvofici jednotky

MBR — membranovy bioreaktor

MBBR — moving bed biofilm reactor
MO — mikroorganismy

N2 — dusik

NaCl — chlorid sodny

NaHCO3 — hydrogenuhlicitan sodny
Na2HPO4-2H20 — hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat
NaOH — hydroxid sodny

NGS — sekvenovani nové generace



NH4Cl — chlorid amonny

NH4-N — amoniakalni dusik

NOB — bakterie oxidujici dusitany

NO2-N — dusitanovy dusik

NO3-N — dusi¢nanovy dusik

O2 — kyslik

PBS — fosfatovy pufr

PES — polyester

PET — polyethylentereftalat

PMA-gPCR — propidium monoazide—quantitative polymerase chain reaction
POP — polypropylen

POs-P — fosforecnanovy fosfor

PUR — polyuretan

PVB — polyvinylbutyral

PVDF — polyvinylidenfluorid

gPCR — kvantitativni polymerazova fetézova reakce
QS — quorum sensing

RNA — ribonukleova kyselina

SE — zvladknovaci elektroda

SEM - skenovaci elektronové mikroskopie
T —teplota

TN — celkovy dusik

TP — celkovy fosfor

TTC — triphenyl tetrazolium chloride

XTT — (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide)
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1. UvoD

Techniky vyroby mikro- a nanovlakennych materiald se spole¢né s jejich
aplikacemi v biotechnologiich dynamicky rozviji. Moznosti vyuziti poznatki z této
oblasti je vyvoj a testovani nosi¢i biomasy, resp. materiald podporujici rychlou
imobilizaci mikroorganismu (MO) na jejich povrch nasledovanou tvorbou biofilmu.
Protoze fyzikalné-mechanické vlastnosti mikro- ananovlakenného nosi¢e maji
vyznamny vliv na rychlost mikrobidlni kolonizace a funkénost biofilmu, variabilita
parametru pii pfiprave nanovldken (material, modifikace, struktura a morfologie povrchu,
smacivost apod.) umoznuje vytvorit specifické prostiedi pro dané bakterie (Liu et al.
2017). Imobilizace MO na povrch (biofilm) ma mnoho vyhod ve srovnani s bakteriemi
zijicimi volné jako planktonické buiiky nebo ve formé bunécnych agregati a vlocek.
Cilené¢ pfipravené nosice biomasy mohou pfesné odrazet potieby urcitého
biotechnologického procesu, resp. danych MO a tim zlepsit jejich u€innost v dané
aplikaci. Potencionalné vyuzitelnych materiald pro pfipravu nosi¢i biomasy
aplikovatelnych v oblasti ¢isténi odpadnich vod (COV) existuje cela fada, aviak jen
nekteré z nich spliuji vSechna potitebna kritéria (biologickd a mechanicka stabilita,
vhodna morfologie povrchu, netoxické u€inky na okolni prostiedi a proudéni v daném
médiu). Vyvoj mikro- a nanovlakennych nosi¢t pro ¢istirenské ucely je pomérné nové
téma, dulezitd je detailni charakterizace pfipravenych materialt, laboratorni
a poloprovozni biologické testovani s vybranymi bakterialnimi druhy a orientace na
finalni stupné ¢isténi odpadnich vod, tzv. post-treatment. S rozSifujicimi se legislativnimi
pozadavky na snizovani objemu odpadnich vod a koncentraci slou¢enin dusiku v nich
obsaZen¢ je nutné vyvinout u¢innéjsi technologie odstraiovani téchto sloucenin, které 1ze
snadno aplikovat na stavajici Cistirny odpadnich vod. Dulezité je snizovani produkce
odpadnich vod na ekvivalent obyvatel, coz znamena vyssi koncentrace znecist'ujicich
latek na jedné stran¢ a uvadeény legislativni tlak na nizsi koncentrace a celkové mnozstvi
kontaminantii v odtoku z COV na strand druhé. Tyka se to zejména komer¢nich
acitlivych oblasti se zvlastni ochranou, kde je nutné snizit koncentrace dusiku
Vv odpadnich vodach na minimum.

Cilem této prace bylo vyvinout a otestovat novy typ nosi¢e biomasy pro
environmentalni biotechnologie, primarn¢ pro nitrifikacni MBBR systémy cisténi
odpadnich vod. V ramci prace vznikla fada prototypt nosict, které jsou aplikovatelné do

praxe a velkym piinosem bylo ziskdni novych znalosti v oblasti biofilmovych procesi.
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2. PREHLED O SOUCASNEM STAVU PROBLEMATIKY

Environmentalni biotechnologie je rychle se rozvijejici obor. Do tohoto odvétvi 1ze
zatadit i ¢iSténi vod, kdy rozvoj spole¢nosti a jejich narokti klade stale vice pozadavkl na
metody, které slouzi k udrzovani kvality vod. Tento rozvoj zaroven vede ke zvySovani
koncentraci polutantl v zivotnim prostiedi. V této praci je feSen vyvoj a aplikace nového
typu nosi¢e biomasy a jeho pouziti v COV systémech za uéelem udrzet kvalitu
vypousténych odpadnich vod na co nejvyssi Grovni.

Nejcastéjsi metodou odstranovani dusikatych i dalSich latek z odpadnich vod je
konvenéni proces s aktivovanym kalem. Je ekonomicky efektivni a Setrny k Zivotnimu
prostiedi, ale ma zna¢né naroky na prostor (velké biologické reaktory a usazovaci
nadrze), zejména v ptipadé¢ vysSich pozadavki na kvalitu odpadnich vod a neustalé
nutnosti recyklovat veskerou biomasu ve vicestupiiovych systémech (Leyva-Diaz et al.
2017). MO v biofilmu maji oproti jejich ptitomnosti v suspendovaném kalu nékolik
vyhod: udrzeni pomalu rostoucich bakterii v systému, vyssi odolnost vici zatézi prostiedi
(pH, toxické slouceniny), vynikajici stabilita ve vodnim prostiedi, rychlej$i komunikace
mezi bunikami a vEtsi kontaktni plocha mezi bakteriemi a polutanty (Dzionek et al. 2016;
Shao et al. 2017). Navic lze v pfipadé biofilmového procesu v post-treatmentu odstranit
i nizké koncentrace sloucenin dusiku pomoci specifickych nosicli biomasy bez nutnosti
slozité separace a odstranovani kalu (Forrest et al. 2016; Xiao et al. 2016). V soucasné
dobé probiha n€kolik laboratornich a pilotnich studii s nosi¢i biomasy, které se pouZzivaji
k zefektivnéni odstraniovani TN, TP a NHs-N z odpadnich vod (Ashkanani et al. 2019;
Chaali et al. 2018; Forrest et al. 2016; Leyva-Diaz et al. 2017; Maston a Tomaszek 2015;
Shao et al. 2017; Sonwani et al. 2019; Svobodova et al. 2021; Xiao et al. 2016; Zhang et
al. 2019). Vétsina studii vsak vyuziva znamé a komeréné dostupné nosice a nezameéiuji
se na jejich vyvoj. Navrh a testovani novych nosi¢ii biomasy miize podpofit stavajici
systémy COV a prispét tak k eliminaci nizkych koncentraci obtizné odstranitelnych
znecCistujicich latek. Nekolik studii potvrdilo uCinnost nosi¢t V nitrifika¢nich
a denitrifikacnich systémech (lannacone et al. 2020; Lima et al. 2021; Wang et al. 2020za;
Zhang et al. 2021), ktera obecné zavisi na velikosti povrchu nosice, morfologii, porozité
materidlu, procentudlnim objemu plnéni, hustot¢ materialu, organickém zatizeni a na

intenzit¢ aerace (Ahmad et al. 2017a; Chaali et al. 2018; Massoompour et al. 2020).
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Mnozstvi dostupnych materidli a zptisobl jejich zpracovani (modifikaci)
arozvijejici se poznatky o Cistirenskych procesech poskytuji Siroké moznosti pro vyvoj
ucinnych, levnych a ekologicky Setrnych nosi¢ii biomasy, zejména pro post-treatment.
Struktura povrchu nosice je nezbytna pro rast biofilmu. Sila biofilmu urcuje G¢innost
sledovanych procest, kdy v tomto ptipadé velmi zalezi na konkrétnim procesu; v MBBR
systétmech se v soucasnosti cili na tenky a ucinny biofilm, kde pfestup substratu
a akceptoru elektrontt je velmi rychly. Porozita materidlu je zasadni pro vytvoieni
pozadovaného acrobniho nebo anoxického prostiedi (Liu et al. 2020b) a piipadné
modifikace/funkcionalizace mohou vytvofit konkrétni podminky pro specifické MO
(Zhao et al. 2019). Tvar, hmotnost a mechanické vlastnosti jsou zasadni pro stabilitu
nosicl biomasy v namahanych systémech (napf. provzdusiované nitrifika¢ni nadrze).

Pochopeni mikrobiologickych procesi pti ¢iSténi odpadnich vod je rozhodujici pro
zavadéni novych technologii, stejn¢ jako v pfipadé kratkodobého monitorovani
zavedenych systémti COV (Gémez et al. 2012; Zhang a Jiang 2019). Molekularné
genetické metody (FISH — fluorescencni in-situ hybridizace; qPCR — kvantitativni
polymerazova retézova reakce; NGS — sekvenovani nové generace) jsou nezbytné pro
hodnoceni aplikaci nosi¢ii biomasy v biologickych procesech spolu s metodou
respirometrie, ktera je rovnéz nezbytnd pro celkové hodnoceni jejich Gi¢innosti. Primérni
tilohou pouzivanych metod molekularni genetiky na COV obecng, a zejména v systémech
MBBR ur¢enych pro odstrafiovani dusiku, je ovéfit pfitomnost nitrifikanich bakterii
AOB (bakterie oxidujici amoniak) a NOB (bakterie oxidujici dusitany) a nésledné je
kvantifikovat nebo identifikovat (Felfoldi et al. 2015; Reboleiro-Rivas et al. 2015).

2.1. Nanomateridly v biotechnologiich

S rostouci industrializaci a urbanizaci se Zivotni prostfedi stdle vice znecistuje.
Konvencni techniky, jako je filtrace, odstied’ovani a biologické ¢isténi jsou mnohdy
omezené efektivni pro dosaZeni nizSich koncentraci specifickych zne€ist'ujicich latek,
zejména u koncentrovanych odpadnich vod. Proto existuje potieba vyvoje novych
a pokrocilych technik pro monitorovani a udrZzovani Zivotniho prostfedi.
Nanotechnologie mohou byt fesenim vyse uvedenych problému, jelikoz jejich vlastnosti
jsou vhodné pro separace nebo transformace Sirokého spektra antropogennich polutanti.
Pro fadu riznych odvétvi jsou vyvijeny nanocastice a produkty tvofené nanoelementy —

membrany, filtry, katalyzatory aj. Ty se charakterizuji alespoii jednim nanometrovym
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rozmérem a vyS§sim pomérem plochy povrchu k celkovému objemu. Diky témto
vlastnostem poskytuji vétsi reakéni povrch, coz ma za nasledek zvySenou ucinnost
a selektivitu (Kumar et al. 2017). Nanomaterialy pouzivané v biotechnologiich jsou
vymezeny na takové, které splituji né€kolik zakladnich pozadavki — nulova toxicita,
dostupnd metoda ptipravy, kompatibilita s biologickymi systémy, definovand struktura
a znamé chovani (transformacni procesy) V zivotnim prostfedi. Formy nanomaterialt
mohou byt ruzné, ale piedev$im se jednd o nanocastice nebo nanovlakna (Sahu et al.
2019).

Mezi nejrozsifenéjsi metody piipravy nanovlaken patii elektrostatické zvlaknovani
a to predevsim kvili schopnosti vyrabét nanostruktury s jedine¢nymi vlastnostmi, jako je
velky specificky povrch, nastavitelna porozita a mnohé dalsi (Haider et al. 2018).
Vyhody/nevyhody elektrostatického zvldknovani, principy a dalsi specifika jsou popsany
v publikaci (Havli¢ek et al. 2020), ktera vznikla v ramci této disertacni prace. Je zndmo
mnoho zplisobll piipravy nanovldken, kterymi lze vyrobit materidly o riznych
strukturdch a vlastnostech. Pro biologické aplikace je zasadni morfologie povrchu
avnitini struktura pfipravenych nanovlaken, které mohou byt ovlivnény riznymi
parametry — typ polymeru nebo rozpoustédla, koncentrace polymeru (a s tim souvisejici
viskozita roztoku), pouzita zvlakiiovaci elektroda a jeji vzdalenost od kolektoru, rychlost
odpatovani kapaliny, povrchovy naboj, vlihkost prostiedi a dalsi (Vaz et al. 2017; Haider
et al. 2018; Ding et al. 2019). Siroké spektrum vyuzitelnych polymert dava moznost pro
manipulaci a kontrolu povrchovych vlastnosti, priméru vlaken, pérovitosti, hustoty
a hmotnosti nanovlakenné vrstvy a p¥ipadné dalsich parametrt (Sirc et al. 2012). Existuje
mnoho biotechnologickych obord vyuzivajicich benefity nanomaterialti, avsak
Vv nésledujicich odstavcich budou uvedeny ty oblasti, které jsou vyznamné pro tuto
védeckou praci.

Vyuziti nanotechnologii pii ¢iSténi vod a sanaci Zivotniho prostfedi ma znacny
potencial, jak prokéazalo né€kolik studii 1 jiz provedenych redlnych aplikaci. Tradi¢ni
technologie ¢isténi nenabizeji vzdy nejhospodarnéjsi feseni pro odstranéni smési nékolika
béznych znecistujicich latek a nemusi byt ekonomicky efektivni pro odstranovani
specifickych polutantt (t€zké kovy, rizné organické a anorganické slouc¢eniny, piipadné
nebezpecné MO) ptitomnych v nizkych koncentracich. Navic mnohé z téchto technologii
jiz doséhly svych limiti a nemusi byt schopny plnit stale ptisnéjsi normy tykajici se
kvality vod. Také se ukazalo, ze mnoho technologickych uprav na bazi nanotechnologii

funguje velmi dobie i jako dopInék technologii bézné pouzivanych (Adeleye et al. 2016;
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Werkneh a Rene 2019). Pro upravu i ¢isténi vod jsou v poslednich letech intenzivné
vyvijeny a aplikovany nanovldkenné membrany piipravené elektrostatickym
zvlaknovanim, které maji vysokou porozitu, vysoky specificky povrch a unikatni vnitini
strukturu umoznujici filtraci i velmi malych ¢astic se soucasnym zachovanim
pozadovaného prutoku (Cui et al. 2020). Navic je lze snadno funkcionalizovat, ptipadné
vytvaret kompozitni struktury pro dosazeni maximalni efektivity. Znecisténi membran,
resp. biofouling je nevyhnutelnym problémem pii vSech filtracich vyuZivajici
membranové technologie. Pfidani funkénich latek do struktur membran, jako jsou
nanocastice a jina aditiva, muze tento jev vyrazn¢ zmirnit (Chen et al. 2020).
Nanomaterialy mohou byt i vyborné sorbenty, které vazi specifické polutanty z vod.
Efektivnimi a neustale zlepSovanymi jsou piedevsim karbonové nanotrubicky, materidly
na bazi grafenu a nano-kovové oxidy (Santhosh et al. 2016).

Magnetické nanocastice (predevsim ,,zero-valent™ Fe, FezOas, Fe>03) jsou dalsim
vyznamnym materidlem pro biotechnologie. Mohou byt aplikovany ve své ptivodni
formé, funkcionalizované nebo ptidané do vétSich matric. Maji rizné fyzikalng-chemické
vlastnosti vyplyvajici z rozdilu v jejich oxida¢nich stavech. Schopnost odstrafiovat
polutanty z vod je dana na zaklad¢é oxida¢né-redukénich mechanismi (Mohammed et al.
2017). Vzhledem k tomu, Ze magnetické nanocastice jsou jiz né&jakou dobu zavedeny
v lékatskych aplikacich a jsou schvaleny americkym ufadem pro kontrolu potravin a [é€iv
(FDA) jako kontrastni ¢inidlo pro magnetickou rezonanci, byly jiz provedeny komplexni
studie toxicity in vitro/in vivo. Je tak poskytnuta rozsahla databaze toxicity magnetickych
nanocastic, ktera pomdha vyvijet a aplikovat magnetické nanocéstice s minimalni
toxicitou pro procesy ve vodach (véetn¢ vod odpadnich). Dalsi vyhodou magnetickych
nanocastic z hlediska jejich odstranovani a osudu ve vodném prostiedi je skute¢nost, ze
je lze jednoduse ziskat zpét aplikaci magnetického pole (Gehrke et al. 2015). Navic,
magnetické nanocastice mohou byt inkorporovany do nanovlakennych vrstev, ¢imz
vznika materidl kombinujici vyhody téchto dvou nanostruktur.

Obecné¢ tedy vyuziti nanotechnologii v oblastech sanace vody a ¢isténi/Gpravy vod
pfispivd k odstranéni znecistujicich latek, patogenti a dalSich Skodlivych latek
Z nejpodstatnéjsi  slozky naSeho zivotniho prostfedi. Nanotechnologie poskytuji
alternativu ke stavajicim technologiim a nabizeji moderni a pokrocila feseni, jak zajistit
dostatek kvalitni vody (Singh et al. 2022). Soucasny vyzkum v této oblasti jde velmi
rychle dopfedu a kazdou chvili se objevuji nové metody ¢i produkty, které piinasi

moznosti pro zajisténi udrzitelnosti vodstva na lokalni i globalni urovni.
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2.2. Nosice biomasy

Obecn¢ jsou nosice biomasy z materiala (dievo, sklo, polymery aj.), které umoziuji
imobilizaci MO (tvorbu biofilmu) na jejich povrchu. S riznym materialovym slozenim,
rozdilnymi strukturami a povrchovymi modifikacemi se mohou MO na daném povrchu
chovat odlisné. Vlastnosti nosic¢e (struktura povrchu, smacivost, ndboj a dal$i) maji
vyznamny dopad na miru mikrobialni kolonizace a funkénosti biofilmu (Liu et al. 2017).
MO se mohou pfizpisobit riznym podminkam podle typu svého metabolismu (vyzivy),
a tedy i vhodné ptipraveny, popt. modifikovany material mize podporovat rist, resp.
reprodukei bakterii (v€etné bakterii pouzivanych pii ¢iSténi odpadnich vod).

Charakteristické vlastnosti nosi¢e biomasy v aplikacich ¢iSténi odpadnich vod jsou
nasledujici: plocha, morfologie, resp. drsnost povrchu, typ polymeru, tvar, vnitini
struktura, porovitost, biokompatibilita, mechanickd, chemickd a oxidacni stabilita.
V neposledni fadé¢ musi byt nosi¢ ekonomicky vyhodny a snadno ziskatelny (dostupné
a snadno zpracovatelné materialy) (Felfoldi et al. 2015; Jurecska et al. 2013; Zhao et al.
2019). V ne¢kterych piipadech muze byt vyzadovana synergie mezi aerobnimi
a anoxickymi podminkami a toho lze docilit zvolenymi parametry nosi¢e. Vhodna
velikost (véetné velikosti vnitinich pord) umoziujici rist kvalitniho biofilmu (s vice
druhy MO) zajisti u¢inné odstranovani polutanti z odpadnich vod (Ahmad et al. 2017a).
V soucasné dobé€ je pouziti nosi¢li biomasy jedna z moznosti, jak zvySovat u¢innosti
stavajicich COV bez nutnosti finanéné naroénych stavebnich tiprav objekti.

Dnes je znamo nékolik typid nosi¢li biomasy vyuZzivanych pro rizné procesy na
COV. Pichled komeréné dostupnych nosi¢ii biomasy je uveden v publikacich (Morgan-
Sagastume 2018; Al-Amshawee et al. 2020; di Biase et al. 2019). Jejich vyroba je
primarné feSena vytlaCcovanim nebo lisovanim plasti. Dale se pro pfipravu vyuzivaji
techniky jako jsou: 3D tisk, povrchova uprava cisté ptirodnich organickych materiali,
metody vyroby nanovlaken (elektrospinning, melt-blown), fyzikalné-chemické upravy
stalych materidlt, ptipadné dalsi metody (di Biase et al. 2019; Nechanicka et al. 2021).
Komeréni nosi¢e biomasy se vyznacCuji jednoduchosti jejich vyroby, ale nemaji
dostatecné fragmentovanou povrchovou a vnitini strukturu pro rychlou adhezi MO.
Jednotlivé vrstvy nebo specificky povrch nano- a mikrovlakennych nosicii vyvijenych
vramci této prace poskytuji vhodné prostiedi pro zachyceni vlo¢ek kalu
behem inokula¢ni faze. Potom nasledné¢ dochazi k pfenosu a zachyceni specifickych

bakterii do struktury nosice a vytvaii se biofilm. Vznik biofilmu je doprovéazen
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nasledujicimi kroky: (1) pocatecni pfipojeni planktonickych MO vystavenim povrchu
nosi¢e vodnému médiu; (2) ireverzibilni adheze po produkci EPS (extracelularni
polymerni latky) zprostfedkované MO, polyhydroxylové skupiny v EPS kolonizuji
bakterie k povrchu prostfednictvim vodikovych vazeb; (3) tvorba jednovrstvych
mikrokolonii na pevném povrchu v disledku replikace prvotnich kolonizétori; (4) zrani
biofilmu do trojrozmérného uspofadani pfipojenim elementli a novych planktonickych
bakterii z okolniho prostfedi; (5) disperze nebo expanze aktivnimi a pasivnimi procesy,
pii kterych se pfisedl¢ bunky biofilmu obalené matrici pfeménuji na volné plavajici
planktonické bakterie prostfednictvim quorum sensing (QS) nebo mezibunécného

signaliza¢niho mechanismu (Sehar a Naz 2016).

2.3. MBBR systémy

Biofilmovy reaktor s pohyblivym loZem se poprvé objevil koncem roku 1980, kdy
puvodni biofilmové procesy nestacily k efektivnimu odstraiiovani dusiku z odpadnich
vod. Bioreaktor s pohyblivym lozem (MBBR) je pokrocila technologie pro ¢isténi
komunalnich i primyslovych odpadnich vod. Dulezita soucast tohoto systém je prave
nosi¢ biomasy, na kterém biofilm roste nepfetrzit¢ po celém jeho povrchu za
dynamickych podminek (Goswami a Mazumder 2019; Santos et al. 2020). Nastup MBBR
a membranového bioreaktoru (MBR) v druhé poloviné 20. stoleti zpusobil revoluci ve
vyzkumu v oblasti ¢iSténi odpadnich vod. Vyzkum dosahl v poslednim desetileti
vyznamné dynamiky, coZ vedlo k riznym vylepSenim téchto systémt od jejich piivodnich
prototypll. Procesy MBBR se ukazaly jako vyznamné pro ob¢hové hospodatstvi diky
jejich vysokému potencialu odstranovani polutant ve vodach (Saidulu et al. 2021). Tato
technologie je pouzitelna pro Sirokou Skalu pritokt odpadnich vod od 10 000 do 150 000
m? za den (Barwal a Chaudhary 2014).

V idealnim ptipad¢ jsou MBBR systémy zcela promichany bez mrtvého prostoru
a pouzivaji se k modernizaci biologickych systémt COV, skrapénych filtri nebo jinych
procest. Pracuji v nepietrzitém provozu a nejsou ovliviiovany problémem zanaseni, ktery
muze vyzadovat zpétné proplachovani nebo ¢astou udrzbu. Ve srovnani s nepohyblivym
biofilmovym systétmem ma MBBR mnohem vétsi celkovy specificky povrch pro rist
biofilmu. Kdyz jsou suspendované porézni nosi¢e biofilmu kontinudlné michany
V provozované provzdusnovaci nadrzi, jak je znazornéno na obrazku 1A, aktivni biomasa

je tvofena na povrchu téchto nosici. V tomto ptipad¢ maji nosi¢e o néco mensi hustotu
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nez voda, coz zpusobuje jejich vznaSeni ve vodé a snadné promichdvani pomoci
vzduchovych bublin. Zde dochazi k efektivnimu transportu kysliku a polutanti
k bakteriim v biofilmu (Lariyah et al. 2016). Dle nastaveni hustoty nosi¢ a zptasobu
michani 1ze MBBR vyuzit pro aerobni i anaerobni procesy (Obrazek 1B). Pii vyvoji,
modifikacich a zjis§tovani riznych parametrit MBBR jsou zasadni matematické modely,
na zakladé kterych Ize predikovat chovani jednotlivych ¢asti tohoto systému (Xie et al.
2020).

Natok Odtok Nétok Odtok
- = > —>
&
N
.2
Vzduch A) Aerobni reaktor B) Anaerobni reaktor

Obr. 1 Ukdzka schéma MBBR v aerobnim a anaerobnim rezimu (Barwal a Chaudhary
2014)

Proces MBBR lze pouZit jako:
1. Samostatny proces biologického ¢isténi pro odstranovani BSK, nitrifikaci a/nebo
denitrifikaci.
2. Jako ptediazeny proces pied systémem aktivovaného kalu pro odstranéni
organické slozky z €isténé odpadni vody, napf. i jako selektor.
3. Jako post-treatment pro eliminaci zbytkovych koncentraci dusikatych latek
a dalsich specifickych polutantd (Qiqi et al. 2012; Gzar et al. 2021).

Vyhody MBBR jsou nasledujici: systémy slozené z menSich kompaktnich
jednotek, zvysena kapacita a efektivita, moznost kompletniho odstranéni polutantt,
snizena produkce a hromadéni kalu, zvySena stabilita procesu, nizka ztrata energie, bez
pouziti dalSich filtri a bez potieby pravidelného zpétného proplachovani.

V této praci je pro ovétovani funkénosti nosicli biomasy vyuZzivan post-nitrifikacni

MBBR. Nitrifikace je v téchto systémech velice funkéni i za podminek limitujicich
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klasicky nitrifikacni proces (napft. nizké teploty), coz potvrzuje fada vyzkumi i pilotnich
studii (Zhang et al. 2019; Abzazou et al. 2016; Young et al. 2017; Ashkanani et al. 2019;
Ahmed et al. 2019), a navic lze eliminovat i vice polutantii najednou (Cimbritz et al.
2019). MBBR jsou velmi vhodné pro post-treatment na COV, tedy pro doditovani
odpadni vody (eliminaci nizkych koncentraci polutanti), ktera jiz prosla standardnimi
Cistirenskymi procesy, a kterd zaroven obsahuje nizké koncentrace velkého mnozstvi

(mikro)polutanti znecistujicich zivotni prostiedi (Leonhard et al. 2022).

2.4. Nitrifikace

Proces biologického odstrafiovani amoniakalniho dusiku (nitrifikace) je nejbéznéjsi
metodou pro eliminaci tohoto polutantu z komunalnich odpadnich vod. Nitrifikace je
dvoustupnova reakce.

(1) Amoniak je oxidovan na dusitan — nitritace:
NH; + 3/2 0, — NO; + 2H* + H,0
(2) Dusitan je oxidovan na dusi¢nany — nitratace:
NO; + 1/2 0, — NO3

Nitrifikace (Obrazek 2) je soucasti druhého kroku mineralizace organické hmoty,
kterym se z organického dusiku v pidé stadva mineralni (anorganicky). Je provadéna
nékolika riznymi skupinami MO, pievazné bakteriemi oxidujicimi amoniak (AOB),
amoniak oxidujicimi archei (AOA) a bakteriemi oxidujicimi dusitany (NOB). Vsechny
tyto MO jsou aerobni (pii procesu je potieba udrzovat hladinu kysliku na uréité arovni)
a prevazné autotrofni. Dale jsou zndmy bakterie anammox, které provadi piimou
anaerobni oxidaci amoniaku na plynny dusik, avSak jsou velmi narocné na okolni
podminky (pfevazné teplotu). Konvencni nitrifikace probiha v pudéach, sedimentech
avode a je spojena s denitrifikaci v prostfedi s nizkym obsahem kysliku. Rychlost
nitrifikace je urcena piedevsim faktory prostiedi, jako je teplota, koncentrace kysliku, pH
a obsah soli (Ward 2008; Mishra et al. 2022). Nitritace i nitratace jsou inhibovany svymi
vlastnimi substraty — amonnym a dusitanovym iontem (Carrera et al. 2004). Rychlost
spotieby substratu (NHs-N) a mira koncentrace dusitanti v systému jsou zasadni pro

vyhodnoceni u¢innosti nosi¢t biomasy v procesu nitrifikace.
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Obr. 2 Schéma kompletniho cyklu dusiku pri ¢isténi odpadnich vod: (1) aerobni oxidace
amoniakalniho dusiku, (2) aerobni oxidace dusitanu, (3) redukce dusicnanii na dusitany,
(4) redukce dusitanit na oxid dusnaty, (5) redukce oxidu dusnatého na oxid dusny,
(6) redukce oxidu dusného na plynny dusik, (7) fixace dusiku (pouze nékteré COV),
(8) ANAMMOX proces. Kompletni nitrifikace zahrnuje kroky 1 a 2 (van der Hoek et al.
2018)

V mnoha aerobnich systémech (v€etné nitrifikace) je rychlost ptenosu kysliku do
bun¢k zasadnim a limitujicim faktorem, ktery urcuje rychlost biologického procesu.
Dostupnost kysliku pro MO zavisi na jeho rozpustnosti, transferu hmoty a také na
rychlosti, jakou je rozpustény kyslik vyuzivan. U nitrifikace je kriticky pomér mezi
koncentracemi Oz a NH4" mezi 0,3 a 0,4. To ¢ini z kysliku ve vétsing pfipadech limitujici
substrat. Napfiklad koncentrace 2 mg/l Oz v kapalné fazi reaktoru bude limitni pro
koncentraci amoniaku 0,6 mg/l. V ptipadé soucasné oxidace organické hmoty
a nitrifikace urcuje strukturu kompartmentu aerobniho biofilmu konkurence mezi
heterotrofnimi a autotrofnimi (nitrifika¢nimi) bakteriemi. Kdyz je pomér O2/CHSK velmi
maly, aerobni kompartment je zcela ovlddan heterotrofnimi bakteriemi a nitrifikace

Vv biofilmu neprobiha (Sperling 2007).

2.5. Metody analyzy biofilmu

Dynamika biofilmu a jeho komplexni architektura vytvaii vyzvy pro meéfeni
tykajici se poctu zivotaschopnych bun¢k, akumulace hmoty, morfologie biofilmu
a dalsich kritickych vlastnosti. Tyto vyzvy nespoCivaji v samotnych méfenich, ale
v nedostatku standardizovanych protokoli pro vyhodnocovani. Napiiklad méfeni
akumulace biofilmu se mtize zaméfit na celkovou susinu, celkovy organicky uhlik, pocet

zivych bun€k nebo celkovy pocet bunék (Zivych a mrtvych) (Wilson et al. 2017).
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Existuje fada technik pro detekci a analyzu biofilmu, z nichz dostdvame pohled do
jeho struktury, predstavu o aktivit¢ a kvalitativni, resp. kvantitativni informace
0 jednotlivych MO. Problémem muze byt snaha o porovnani vysledkt z jednotlivych
metod, které se liSi principem stanoveni. Na druhé strané je zapotiebi provedeni vice

analyz soucasn¢, abychom vysledky takto citlivych stanoveni mohli ovéfit.

2.5.1. Respirometrie

Respirometrické testy jsou Siroce pouzivanou metodou v oblasti ¢isténi odpadnich
vod k charakterizaci riznych &asti COV, posouzeni toxickych/inhibiénich Gginkt a ke
kalibraci matematickych modelt. Respirometrie mize poskytnout informace souvisejici
s kinetikou a stechiometrii biologickych procesti. Pomoci respirometrie je prubé¢h
acrobniho biologického rozkladu latek sledovan na zakladé zmeén slozeni plynné nebo
kapalné (volumetrie) faze probihajicich v disledku mikrobidlnich pochodi v uzavieném
nebo otevieném testovacim systému (Mainardis et al. 2021). Standardni postupy
stanoveni zakladnich ukazateli biodegradace jsou v zavislosti na typu prostiedi
piedepsany Ceskymi i mezinarodnimi normami.

V této praci je vyuZzivana respirometrie V uzavieném systému, kdy je v pfistroji
Micro-Oxymax méfena zména slozeni plynné faze (obsah CO: a O, pfipadné jiné plyny).
Principem je proudéni vzduchu z lahvi se vzorky v uzaviené smycce skrze detektory.
V pribéhu procesu se detekuji koncentracni zmény a ty jsou systémem pievadény na
spotieby O2 a produkci CO; pti standardnich podminkach. Pii hodnoceni u¢innosti nosict
biomasy je tato metoda velmi pfesna a lze s jeji pomoci presné charakterizovat vyvoj

biofilmu v pravidelnych ¢asovych intervalech (Dfimal et al. 2008).

2.5.2. Kinetické testy

Reakéni kinetika se zabyva rychlosti konkrétnich reakci, vcetné reakcei
Vv biologickém systému. V piipad¢ nitrifikace je méefena rychlost a u¢innost premény
amoniakalniho dusiku na dusi¢nanovy. Pro ovéfeni kompletnosti nitrifikace je
analyzovan dusik dusitanovy. Rlzné kinetické parametry musi byt méfeny pro stanoveni
nitrifikaéni kapacity reaktoru. Vyvoj kinetiky je nezbytnou znalosti pro pochopeni
a kvantitativni analyzu procest usnadnujicich optimalizaci biologického reaktoru. Kromé
toho kinetické modely popisuji dynamiku biologického procesu, vliv koncentrace

substratu a parametrt prostiedi jako je pH, teplota, pfitomnost inhibi¢nich sloucenin atd.
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To vSe je tfeba posoudit pro stanoveni vztahu mezi rychlosti degradace substratu

a rychlosti rustu specifickych bakterii (Bhattacharya a Mazumder 2021).

2.5.3. Molekularné genetické metody

Soucésti analyz ucinnosti biofilmu na nosicich jsou metody, které mohou urcit typ
a koncentraci bakterii nachazejicich se v daném systému. DNA lze definovanymi
fyzikéalné-chemickymi procesy izolovat od ostatnich latek a analyzovat tak specifické
rody MO.

Nukleotidova sekvence ¢i celd bunika mtze byt pod fluorescencnim mikroskopem
vizualizovana pomoci fluorescen¢nich sond komplementarnich k iseku DNA v burice.
Podstatou metody FISH (fluorescen¢ni in-situ hybridizace) je navazani specifického
fetézce DNA s fluorescencnim barvivem (sonda) komplementarné k vySetfovanému
useku DNA. Pii zvySené teploté (az 75 °C) dojde k rozvolnéni dvousroubovice DNA
vySetfovaného vzorku i sondy (denaturace). Pti nasledném ochlazeni (37 °C) se sonda
specificky vaze do vySetfovaného mista (hybridizace) a nasledné 1ze pod mikroskopem
pozorovat fluorescenci, ktera znaci piitomnost specifickych bakterii (Volpi a Bridger
2008). V procesu nitrifikace se jedna o amoniak oxidujici bakterie (ammonia-oxidizing
bacteria — AOB) adusitan oxidujici bakterie (nitrite-oxidizing bacteria — NOB).
Hodnoceni je zaloZzené na obrazové (softwarové) analyze mikroskopickych snimki
Z fluorescencniho mikroskopu. Existuje cela tfada zptisobti od prostého hodnoceni
intenzity barev pies propracované komercni programy hodnotici nékolik parametrii
(intenzita a odstin barev, tvar objektil, 3D prostor aj.) soucasné az po pokrocilé metody
vyuzivajici neuronové sité.

Kvantitativni PCR (polymerazova fetézova reakce) v realném Case neboli real-time
qPCR je standardni metoda pro detekci a kvantifikaci specifické cilové sekvence genu ve
vzorku. V real-time qPCR je do PCR reakce zaclenéno fluorescencni barvivo, které
interkaluje do amplifikované (namnoZené) dvouietézcové DNA. Po interkalaci se zvysi
intenzita fluorescence barviva, tedy fluorescencni signal se zvySuje amplifikaci DNA.
Prostfednictvim matematického vyhodnoceni fluorescencniho signalu je stanoveno
mnozstvi cilové DNA ve vzorku. Principem metody PCR, resp. real-time gPCR je
cyklické opakovani tii krok s rozdilnymi teplotami: (1) denaturace — rozvolnéni DNA,
(2) hybridizace primerti — nasednuti primeri na specifické tiseky v DNA, (3) elongace —

syntéza DNA (Biassoni a Raso 2016).
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Platformy NGS provadéji masivné paralelni sekvenovani miliond fragmenti DNA
Z jednoho vzorku. Tato technologie provadi vykonné mapovani vzorkd, které umoznuje
sekvenovat cely genom za mén¢ nez jeden den. V poslednim desetileti bylo vyvinuto
nekolik platforem NGS, které jsou pomérné levné a zaroven vysoce vykonné. Dvé
platformy, které jsou dnes nejcastéji pouzivané ve vyzkumu a klinickych laboratotich
jsou Life Technologies lon Torrent Personal Genome Machine (PGM) a lllumina MiSeq.
Zakladni pracovni kroky obou technologii jsou zndzornény na obrazku 3 (Grada

a Weinbrecht 2013).
PRIPRAVA TEMPLATU

Genomova DNA nebo cDNA
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Obr. 3 Schéma zdkladnich krokii sekvenovani nové generace (pro platformy Ion Torrent
PGM a MiSeq) (Grada a Weinbrecht 2013)

2.5.4. Metody stanoveni aktivity biofilmu

Dulezitym parametrem v technologii ¢iSténi vod je aktivita biomasy z hlediska
schopnosti odstrafiovani substratu (polutantti). Pro stanoveni viability bun¢k se pouzivaji
metody KTJ (kolonie tvofici jednotky), PMA-qPCR (Propidium monoazide—quantitative
polymerase chain reaction), priitokova cytometrie a fosfolipidova analyza. Ke sledovani
metabolickych aktivit je vyuzivano barveni — jedna se naptiklad o barvy XTT, TTC,
resarizum alamar blue (Azeredo et al. 2017). Tyto metody jsou zaloZzeny na specifickém
meéfeni pfitomnosti biofilmu (nebo jeho ¢asti) ¢i aktivity bunék ptipojenych k povrchu po
jejich opakovaném promyvani. Obtizné¢jsi je piima kvantifikace poctu bunek tvoticich

biofilm kvuli slozitym strukturam vytvofenym béhem jeho rustu (Corte et al. 2019).
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3.

CiLE DISERTACNI PRACE

Cile této prace byly v pocatku stanoveny obecné, jelikoz vyuziti nanomaterialii

v biotechnologii vod je pomérné nové a vyvijejici se téma. S postupem v experimentalni

¢asti a vyvojem novych védeckych poznatkti byly cile konkretizovany. Piedevsim bylo

zjisténo, Ze vyvoj nanovlakenného nosi¢e biomasy se neobejde bez soucasného vyvoje

nosic¢e mikrovldkenného, na kterém lze ve ,,vétSim méfitku“ pozorovat jednotlivé

charakteristiky a je mozné porovnat jednotlivé struktury mezi sebou. Vyvoj

mikrovldkenného nosi¢e probihal ve spolupraci s Katedrou technologii a struktur (FM,

TUL).

Cile této prace byly zformovany do nasledujicich bodii:

1.

Vyvoj, piiprava a testovani mikro- a nanomateriali (mikro- a nanovldkennych
struktur) riznymi metodami za ucelem jejich vyuziti pro nosi¢e biomasy a jejich

detailni charakterizace za ucelem ovéteni moznosti biologickych interakci.
Laboratorni testovani ucinnosti pfipravenych nosi¢ii biomasy — porovnani
komer¢nich a pripravenych nosicli, vybér vhodného materialu a tvar nosice pro
uplatnéni ve finalnich stupnich ¢isténi odpadnich vod (post-treatment).

Analyza biofilmu a souhrn vhodnych metod pro jeho hodnoceni.

Vyvoj a piiprava finalniho nosi¢e biomasy piesn¢ definovaného tvaru, hmotnosti,
popt. dalSich fyzikalné-mechanickych parametrit z vybrané mikro- nebo
nanovlakenné vrstvy a jeho laboratorni testovani.

Pilotni testovani pfipravenych nosi¢ii na redlné COV.

Pfiprava minimaln€ 3 odbornych publikaci shrnujicich dil¢i prace na vyvoji

nosice biomasy.
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4. MATERIALY A METODY

4.1. Materialy pouzité pro pFipravu nosict

Polyvinylbutyral (PVB) je netoxicky polymer bez zapachu a Setrny k zivotnimu
prostiedi a je vhodnou sloZkou pro vyrobu organicko-anorganickych hybridnich
kompoziti (Chen et al. 2009). PVB vykazuje dobré mechanické vlastnosti, idealni
prilnavost, vynikajici dielektrické vlastnosti a je odolny proti vlhkosti, diky cemuz je
stabilni ve vodném prostiedi (Akinay et al. 2019). Polyuretany (PUR) jsou tvofeny
takovymi chemickymi strukturami, které umoznuji jeho snadnou vnitini i povrchovou
modifikaci. Vyznacuji se dobrymi mechanickymi vlastnostmi (vynikajici pevnost v tahu,
vysoka elasticita atd.); PUR je biologicky stabilni a kompatibilni s krvi. Polypropylen
0,89-0,91 g/cm?®. Zpisob jeho vyroby miize ovlivnit jeho fyzikalni vlastnosti. POP ma
dobrou odolnost vii¢i chemikaliim, ucinné¢ zadrzuje vodni paru a je odolné&jsi
a pruhlednéjsi nez polyethylen. Diky vysokému bodu tani je vhodny pro aplikace se
zvySenou teplotou (Tajeddin et al. 2018). Polyestery (PES) vznikaji kondenza¢nimi
reakcemi a ve svém zdkladnim fetézci maji charakteristickou esterovou vazbu -
(RC=0O0R’)-. PES maji typicky vysokou teplotu tani (250265 °C) a vysokou krystalinitu
(Pruitt 2017). Typickym zastupem skupiny polyesteri je polyethylentereftalat (PET).

V této praci byly pouzity dva zakladni polymery pro piipravu nanovlakennych
vrstev, PVB a PUR. 10% hmotnostni roztok PVB (Mowitals B 60 H, Kuraray America
Inc., USA; primérna molekulova hmotnost 60 000 amu) byl pfipraven v ethanolu (9 : 1
Et-OH : PVB; w/w). 18% hmotnostni roztok PUR (primérnd molekulova hmotnost
2 000 amu) byl piipraven v DMF (41 : 9 DMF : PUR; w/w). Findlnimu vybéru
predchazelo dikladné testovani, protoze musel spliiovat parametry pro vSech 5 zplisobii
elektrostatického zvlakinovani. Tyto polymery byly vybrany, protoze jsou Siroce
vyuzivany v mnoha primyslovych odvétvich a vyrazné se 1iSi ve své struktufe
a materidlovych vlastnostech. Pro pfipravu mikrovldkenného nosice byly postupné
vyselektovany materialy POP a PET, které byly dodany od renomovanych firem ve formé
ptizi. Konecny vybér pravé téchto materiali byl zvolen na zdklad¢ jejich nejvhodnéjSich

vlastnosti pro zvolené ucely.
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4.2. Laboratornireaktor post-nitrifikace

Model biologického reaktoru (systém MBBR) se skldda z oteviené silnosténné
sklenéné nadoby 0 objemu 5 | (pracovni objem 4 1). Na dné nadoby jsou instalovany
provzdusnovaci prvky po stranach napojené na dmychadlo (AirMac, DB40, 48 I/min),
které zajiStuje homogenni provzdusiiovani a promichavani systému (hrubé bubliny).
Schéma a fotografie bioreaktoru jsou zobrazeny na obréazcich 4 a 5. Pied zahajenim
provozu jsou bioreaktory naockovany aktivovanym kalem z nitrifika¢ni nadrze méstské
COV. Synteticka odpadni voda pouzita v bioreaktoru obsahuje danou koncentraci NH4CI
jako zdroj dusiku (pro post-nitrifikaci typicky do 10 mg/l), fosfatovy pufr (ptiblizné
8 mg/l) aNaHCOsz pro stabilizaci pH. Ve vétsin¢ ptipadech model funguje jako
chemostat, tedy pruto¢ny reaktor (objem natoku = objem odtoku) s bakteriemi
udrzovanymi na nosicich biomasy. Nepfetrzity provoz zajistuji peristalticka cerpadla
(Watson Marlow Sci-Q323). Hydraulicky retenéni ¢as (HRT) byl béhem test nastaven
na 0,5-1 den (v zavislosti na experimentu). Reaktory obsahovaly rizné mnozstvi
testovanych nosi¢t biomasy, tj. nosi¢e X 20 ks (efektivni povrchova plocha (EPP) jedno
nosi¢e 5000 mm?); nosi¢e S (EPP 1500 mm?), M (1300 mm?), XL (2000 mm?) 20 ks;
nosi¢e AnoxKaldnes (EPP 3500 mm?) K3 150 ks a nanovlakenné nosi¢e (EPP 2500 mm?)

50 ks.
3 4
| e

P )
& 7
& & @ﬁ
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= & 6
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Obr. 4 Schéma biologického reaktoru post-nitrifikace;, (1) ndadoba s natokem,

(2) nadoba pro zachytavani odtoku, (3) cerpadlo natoku, (4) cerpadlo odtoku, (5) aerator,

(6) vzdusnici kamen, (7) vlastni reaktor s médiem a testovanymi nosici biomasy
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Obr. 5 Fotografie bioreaktoru, reaktor o provoznim objemu 4 L po ukonceni inokulace

4.3. Pilotni reaktor v mensim objemu

Koncepce pilotniho testu v mensim obejmu (15 1) je vyobrazena na obrazku 6. Na
pilotni COV pro komeréni zénu Dobroviz (COV Amazon) byla realizovéana piiprava pro
provoz pilotntho MBBR modelu pro 1. fazi ovéfeni vyvinutého nosice. Pilotni reaktor
modeluje stupen post-nitrifikace, tedy situaci, kdy je vétSina rozloZitelnych organickych
latek odstranéna, a také koncentrace NHs-N se pohybuje v Grovni jednotek mg/I.

Na pocatku byla kolona inokulovana 100 mg/l Kkalu z nitrifikacni nadrze
a provozovana nékolik dni bez ptidavku NHs-N. Nésledné byl spustén ostry provoz
a testovani. Jako natok do kolony byla pouZita vyciSténa a prefiltrovand odpadni voda
s uméle ptiddvanym amoniakdlnim dusikem. Nosic¢e zaujimaly 20 % objemu reaktoru.
Na konci roku 2020 byl reaktor zapracovan pii dob¢ zdrzeni 1 den a rychlost nitrifikace
se pohybovala okolo 5 mg/l. V roce 2021 bylo postupné zvySovano zatizeni reaktoru
snizovanim doby zdrzeni s cilem verifikovat provoz pii dob¢ zdrzeni do 4 hodin. Béhem
testovani byla také ovétfena nitrifikacni schopnost bakterii v biofilmu za nizkych teplot
a pravidelnym métenim aktivity nitrifika¢nich bakterii bylo mozné sledovat a vyhodnotit

data urcujici vyvoj biofilmu.
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Obr. 6 Poloprovozni systém post-nitrifikace s kolonou (na COV Amazon) pro testovani
vyvinutych nosicu S: 1. filtracni jednotka s keramickym membranovym modulem, 2. barel
s kalem z nitrifikacni nadrze; 3. barel na jimani permeatu z filtracni jednotky; 4. kolona

s nosici; 5. peristaltické cerpadlo, 6. vzduchové dmychadlo

4.4. Pilotni reaktor ve vétSim objemu

Kolona (Obrazek 7) je tvofena silnosténnym sklem a ma objem 250 |. Horni ¢ast je
oteviena s miiZkovanym vikem. Ve spodni ¢asti jsou umistény dva vyvody, které slouzi
pro zavedeni vzduchu. Cela kolona je strategicky umisténa na COV Amazon tak, aby
bylo mozné ptipojit jednotlivé vstupy. Jako natok surové vody do kolony byl pouzit odtok
z COV Amazon (po filtraci) o b&Zném slozeni — NO,-N <0,015 mg/I; NOz-N 4-10 mg/I;
NH4-N <0,2; POs-P 0,1-2 mg/l; CHSKcr 20-40 mg/l a pH se pohybuje okolo hodnoty 7.
Surova voda byla ¢erpana vykonnym cerpadlem Easy Invert 1000 (od Easy pump).
Prutok Cerpadla byl nastaven dle pozadované doby zdrZeni. Jako polutant byl do systému
ptidavan vodny roztok chloridu amonného (NH4Cl) ¢erpanim pomoci ¢erpadla Watson
Marlow Sci-Q323 na vyslednou koncentraci cca 5 mg/l NH4-N v médiu. Dosazeni této
koncentrace bylo fizeno nastavenim koncentrace zasobniho roztoku NH4Cl a jeho
prutokem. Na pocatku experimentu byla doba zdrzeni nastavena na 6 hodin a postupné

snizovana. Odtok byl feSen prostym piepadem a cela kolona tedy byla tizena jako
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chemostat (kontinualni provoz); jedna se o systém MBBR. Nosic¢e zaujimaly celkem 20
% objemu kolony (20% plnéni), coz bylo zvoleno na zaklad¢ ptredchozich zkusenosti
a z teoretickych vypoétu. Kontinualni provzdusnovani systému bylo zajisténo napojenim
kolony na rozvod tlakového vzduchu €istirny, kdy intenzita je fizena pomoci dvou ventili

(jeden umistén na vystupu z rozvodu vzduchu a druhy na vstupu do kolony).

Obr. 7 Poloprovozni systém post-nitrifikace s velkoobjemovou kolonou (na COV
Amazon) pro testovani finalnich nosicu S: 1. kolona (pred naplnénim nosici); 2. kolona
S nosici S; 3. ¢erpant surové vody z odtoku COV; 4. privod vzduchu, 5. odtok; 6. piivod

koncentrovaného vodného roztoku NH4CI

Na pocatku byla kolona inokulovana 100 mg/l Kkalu z nitrifikacni nadrze
a provozovana 14 dni bez ptidavku NH4-N. Thned po ukonceni této doby byl zpustén ostry
provoz s dobou zdrzeni 6 hodin a koncentraci NH4-N Vv natoku 5 mg/l. Pravidelné je

v odtoku z kolony méfena koncentrace amonnych a dusitanovych ionti (kyvetové testy).

4.5. Pouzité metody elektrostatického zvlaknovani

Pro elektrostatické zvldknovani byly pouzity zdroje stejnosmérného i stfidavého
napéti, pfi¢emz metody byly rozliSeny podle typu pouzité¢ zvldknovaci elektrody
(Obrazek 8). Upravou parametrii zvldkiiovani bylo dosaZeno srovnatelnych podminek pro

kazdou z metod a pouzity zvlaknovany polymer (Tabulky 1 a 2). Na zakladé provedenych
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experimentli byly stanoveny vyhody a nevyhody testovanych metod elektrostatického
zvlaknovani (Tabulka 3) z hlediska pozadavkt pro cilové aplikace. Tyto vyhody
anevyhody nelze generalizovat, zalezi na zvolenych podminkéch a pozadavcich na
nanovlakenné vrstvy nasledné pouzité¢ pro konkrétni tcely; v tomto piipad¢ aplikace

Vv biotechnologiich.

Tab. 1 Procesni parametry elektrostatického zviaknovani pro pripravu PVB

, Napéti na El. proud na
Vzdalenost . N

Metoda zvlakniovani elektrod clektrode / clektrodé / OT H

[m] kolektoru kolektoru [°C] [%]

[kV] [mA]
AC elektrospinning - 35-37 max. 1,5 22-25 22-28
Tycka (DC) 0,120 14-20 max. 0,8 22-25 22-28
. 37-41/ 0,21-0,22/

Nanospider (DC) 0,142 16—-18 02027 22-25 15-21
Jehla (DC) 0,120 18-22 max. 0,5 22-25 22-28
Odstredivé (DC) 0,095 15 max. 0,5 22-25 23-29

Tab. 2 Procesni parametry elektrostatického zvlakiovani pro pripravu PUR

. Napéti na El. proud na
Vzdalenost N .

Metoda zvlakiiovani elektrod eklektrode / elektrodé / OT ;4

[m] olektoru kolektoru [°C] [%]

[kV] [mA]
AC elektrospinning - 35-37 max. 1,5 22-25 22-28
Ty¢ka (DC) 0,120 17-23 max. 0,8 22-25 22-28
. 40-44/ 0,21-0,22/

Nanospider (DC) 0,142 16--18 02027 22-25 15-21
Jehla (DC) 0,120 20-24 max. 0,5 22-25 22-28
Odstredivé (DC) 0,095 15 max. 0,5 22-25 23-29

Stridavé elektrostatické zvlaknovani (AC)

Zatizeni pro tento typ zvlakiovani se skladd pifevdzné z vysokonapétového
transforméatoru s pfevodnim pomérem 36 000 / 230 V, davkovaciho Cerpadla a elektrody.
Dalsi komponenty zajist'uji bezpe€nost a umoziuji konfiguraci zatizeni. Na rozdil od DC
metod se zde nepouziva klasicky kolektor, ale nanovlakna jsou zachycovéana napt. na
rotujici buben otacejici s definovanou rychlosti (Pokorny et al. 2014). Elektroda ma tvar
duté kovové tyce se zakoncenim do tvaru kuzele. Polymer neustale proudi ze zasobniku

ptes vnitini ¢ast elektrody az ke konickému konci odkud je zvlaknovan.
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DC elektrostatické zvlaknovani z tycky

Zakladna zatfizeni, kterd je umisténa v uzemnéném kovovém ramu, obsahuje
tyCovou elektrodu a kolektor. Elektroda je kladn¢ nabita pomoci vysokonapétového
zdroje a vznikajici nanovlakna jsou vedena do kolektoru, ktery je bud’ zaporné nabity,
nebo jednoduse uzemnén. Dal$i podrobnosti o fyzikélnich parametrech ovliviiujicich

tento proces jsou popsany ve studii Valtera et al. (2015).

Technologie Nanospider™ (DC)

K vyrobé nanovlakennych struktur pomoci elektrostatického pole bylo taktéz
pouzito komer¢ni ziizeni Nanospider NS 1WS500U (Elmarco). Zvlaknovaci elektroda
(SE) a sbérna elektroda (CE) jsou pripojeny ke zdroji vysokého napéti a polymer je
zvlaknovan z volného povrchu. Vysledna nanovlakna jsou zachycena na spunbondu

(podkladova netkana textilie), ktery se odviji konstantni rychlosti pod kolektorem.

DC jehlové elektrostatické zvldknovani

Princip stejnosmérného jehlového elektrostatického zvlaknovani je sice podobny
jako u stejnosmérného elektrostatického zvlaknovani z tycky, je vSak mnohem citlivéjsi
na jednotlivé nastavené parametry a pusobi zde fada jinych sil ptisobicich na vznikajici
a letici nanovlakna. Zatizeni obsahuje zvlaknovaci elektrodu ve form¢ duté jehly. Roztok
polymeru prochézi pies horizontdlni davkovaci zatizeni az ke konci jehly, kde je na
vytékajici polymer aplikovano vysoké napéti (Yener a Jirsak 2012). Davkovaci zatizeni

je umisténo v definované vzdalenosti od stiedu kolektoru.

Odstredivé elektrostatické zvlakiovani

Odstredivé elektrostatické zvlaknovani je kombinaci klasického zptsobu tvorby
vldken pomoci odstfedivé sily a elektrostatického zvldknovani, tedy jednd se zde
0 ptisobeni dvou zékladnich sil soucasné. Podstata metody spociva v rotaci ploché
zvlaknovaci trysky obsahujici roztok polymeru. Odstiedivé sily maji za nasledek
vytahovani vlaken, kterd jsou zachycena na kolektoru v jednom sméru. Pfidanim zdroje
stejnosmérného proudu lze dosdhnout stejné struktury vldken za pouziti nizSich rychlosti
(rotace) zvlaknovaci trysky, a navic se polymery stavaji 1épe zvlaknitelné. Mezi
parametry, které mohou mit silny vliv na cely proces fadime rychlost zvlakiiovaci trysky,

zvolené napéti, vzdalenost zvlaknovaci trysky a kolektoru, vlastnosti roztoku polymeru,
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davkovani polymeru, reologické vlastnosti a okolni podminky, jako je teplota, vlhkost

a proudéni vzduchu (Sarkar et al. 2010; Chang et al. 2014).

r 1= Obr. 8 Schematické znazornéni
DROI == 2DROI
—isomnic 1 57 zarizeni pro (a) AC elektrostaticke
ROZTOKU

zvlaknovani (Pokorny et al. 2014),

i
]
VAV
e e

d (b) DC elektrostatické zviaknovani

Z tycky, (c) Nanospider™, (d) DC

einmooy 0801 jehlové elektrostatické zvilaknovani
>, Iy a (e) DC odstredivé elektrostatické

zvlakrniovani

Tab. 3 Stanovené vyhody a nevyhody pouzitych metod elektrostatického zvldknovani

Metoda Vyhody / Nevyhody

AC elektrospinning + Vys8i produktivita, Siroka §kala moznych uprav zafizeni.
— Bezpecnost (pii praci), vétsi rozptyl priméru vlaken.

Tycka (DC) + Vhodné pro zakladni testovani, jednoduché nastaveni, maly pramér
nanovlaken.
— Nizka produktivita, davkovani polymeru.

Nanospider (DC) + Vysoka (primyslova) produktivita, moznost volby a nastaveni fady
parametru, regulace okolnich podminek (teplota, vlhkost atd.).
— Cena.
Jehla (DC) + Vhodné pro zakladni testovani, jednoduché nastaveni, maly priamér

nanovlaken, moznost pfipravy koaxialnich nanovlaken.
— NiZzsi produktivita, zna¢na zavislost na nastavenych parametrech
(davkovani, napéti, okolni podminky atd.).

Odstiedivé (DC) + Moznost pfipravy specialnich nanovlakennych struktur, jednoduché
nastaveni.
— Velké pruméry vlaken, vrstvy ¢asto nehomogenni, defekty vlaken, velka
zavislost na podminkach prostredi.
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4.6. Pouzita pletarska technologie

Technologie pleteni byla vyuzita pii piipravé 3D mikrovlakenného nosice. V tomto
ptipadé byla navazana Gi¢inna spoluprace s Katedrou technologii a struktur (KTT, Fakulta
textilni, TUL), kde méli za kol provést pre-screening (typ materialu, dostupné zpisoby
zpracovani ptize apod.) a vyrobu 3D nosi¢e (vetné ovéfeni materidlovych
charakteristik). Modifikace vyrabénych nosicti probihala na zakladé mnou stanovenych
pozadavkl tak, aby byly splnény pozadované charakteristiky zdsadni pro vyuziti nosice
v daném procesu. Na zakladé vysledki provadénych testii s jednotlivymi vyvojovymi
prototypy byla poskytovana zpétna vazba na KTT, kde dochazelo k postupnym tpravam
nosice az do jeho findlni podoby.

Distan¢ni tkaniny (3D osnovni pleteniny) patii do skupiny osnovnich
oboustrannych uplett a je pro né typicky tieti rozmér (tloustka), ktery je n€kolikanasobné
vys§i nez standardni tlouStka osnovnich tUpletii. Distanéni uplet se skladd ze dvou
jednolicnich upletd, které jsou prevraceny, uvniti distancni tkaniny obvykle vyrabéné
s multifilamentem v jednom kroku. Rozmeér stroje a linearni hustota multifilamentu zavisi
na ucelu pleteniny. Kone¢na aplikace téchto struktur také urcuje lapovani na obou
stranach tkaniny; struktura mizZe byt stejnd nebo se mohou navzajem lisit. Konstrukce
distan¢ni tkaniny se fidi standardnimi pravidly lapovani. Jednolicni Uplety spojuji
distan¢ni nit€ a jsou sloZeny z monofilamentd. Technické poZadavky charakterizuji
distan¢ni tkaninu; parametry pletaciho stroje a linearni hustota multifilamentu pro
ptedni/zadni stranu uréuji vyznamny parametr — pramér monofilamentu.

Pro pochopeni vzhledu, konstrukce a vlastnosti osnovnich pletenin s dvojitym
ltizkem je nutné navrhnout lapovaci pohyby vSech vodicich ty¢i spolu s navlékanim piize,
diky ¢emuz je 3D konstrukce pleteniny jedinecnéa a vhodna pro specifické ucely. Pouziti
vhodné kombinace materidli umoziluje regulovat dal$i vlastnosti, jako je transport
vlhkosti, absorpce vody, splyvavost a tepelna vodivost (Spencer 2001). Na zaklade¢
nezbytnych pozadavki, které musi spliovat nosi¢ biomasy, byl vyvinut 3D
mikrovldkenny nosi¢ jako 3D porézni struktura pomoci dvou-jehlovych tyCovych
raslovych strojii. Obrazek 9 ukazuje detail pouzitého stroje Rius MINI-TRONIC 806 pro
pleteni distan¢ni struktury. U tohoto stroje je vzdalenost mezi jehelnimi ty¢emi kritickym
parametrem, ktery urcuje (spolu s lapovanim) délku kust spojovacich piizi a tim

i tloustku tkanin (Kyosev 2019).
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Obr. 9 Fotografie detailu ilavniho pracovniho mechanismu dvou-jehlového tycového
raslového stroje Rius MINI-TRONIC 806

4.7. Parametry respirometrickych méreni

Respirometricka metoda je vhodna pro stanoveni aktivity/kinetiky suspendovaného
kalu, ale stejné tak pro testovani biofilmovych systémi. Je vysoce zadouci testovat
intaktni biofilm, tj. narostly na nosicich, nez se pokouset o jeho separaci (napf. setfenim
nebo vytiepanim), coz by mohlo zasadnim zpisobem ovlivnit vysledky respiraci (Lu et
al. 2020).

U vSech respirometrickych méteni byl dodrzovan obdobny postup. Jako médium
byl pouzit odtok z COV, ktery byl samostatné méfen jako blank. Odtok (200 ml) byl prelit
do 450ml respirometrické lahve a dale bylo pfidano cca 10 mg/l substratu NHs-N
(ze zasobni lahve o koncentraci 1,9 g/l NH4Cl) a 2 az 5 ml fosfatového pufru
(8,5 g KH2POg4; 21,75 g KoHPO4; 33,4 g Na2HPO4-2H20 na 1 | destilované vody), ktery
slouzil pro udrzovani pH. Do takto pfipraveného média byly vloZeny testované nosice
biomasy vzdy tak, aby zaujimaly pfiblizn¢ stejny povrch (s ohledem na velikost nosice
kvili jeho michéni v médiu béhem experimentu). Nosi¢ X po 1 ks; nosi¢e S, M, XL po
dvou kusech; nanovlakenné nosice rtizn¢ dle jejich velikosti a AnoxKaldnes K3 po dvou
kusech. Pokud v ramci experimentu byla pouzita odlisna efektivni plocha porovnavanych
nosicl, tak vyslednd respirometrickd data byla piepocitina na jednotkovou plochu.
Stanoveni respiracnich aktivit probihalo na zafizeni Micro-Oxymax (Obrazek 10) od
Columbus Instruments (USA). Zmény koncentrace kysliku jsou v pfistroji méfeny
pomoci paramagnetického senzoru a oxid uhli¢ity je detekovan infraervenou

spektroskopii. Méfeni probihalo do ukonceni aktivity mikroorganismii a vzdy na jeho
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konci byla ovétena kompletnost nitrifikace v médiu analyzou ptitomnych forem dusiku.
Vyhodnoceni surovych dat probihalo v programu Matlab a hlavnim vystupem byly grafy
zobrazujici spotieby kysliku v Case, kde je mozné vycist rychlost nitrifikace (pozn.:
kompletni nitrifikace 1 mg/l NHs-N pfedstavuje spotiebu piiblizné 4,6 mg/l kysliku).
Predevsim doba potiebna k degradaci veskerého NHa-N je krucialni pro uréeni aktivity

biofilmu.

Obr. 10 Fotografie respirometru pouzivaného k méreni aktivit biofilmu na testovanych

nosicich biomasy; arizeni umistéené V klimatizované mistnosti temperované na 20 °C

4.8. Metodika molekularné genetickych metod

Metodika molekularné genetickych metod vychézi z ovétenych postupti uvedenych
v odborné literatuie. Testovani a vyhodnocovani téchto metod probihalo ve spolupraci

s Ing. Magdou Nechanickou (CXI, TUL).

Metoda FISH

Pro ziskani biofilmu byly nosice (stejny pocet jako pro respirometrickd méfeni)
umistény do pfiblizné¢ 100 ml destilované vody a vlozeny do laboratorniho ultrazvuku
(ultrazvukovy pftistroj DT 510 H, Sonorex Digitec) po dobu 5 minut pii pokojové teplot¢.
U nanovlakennych nosic¢t byl ultrazvuk nedostate¢ny (silna adheze biofilmu), proto byl
biofilm z nosicu setien do destilované vody. Suspenze biofilmu z kazdého nosice byla
odstfed'ovana (Hermle Z 206A, Verkon) pii 5000 ot/min po dobu 10 minut. Ziskané
peletky biofilmu byly poté pouzity pro dalsi zpracovani.

0,5 ml suspenze se ziskanou biomasou bylo vlozeno do 1,5 ml zkumavky

Eppendorf a bylo ptidano 0,5 ml 4% paraformaldehydu (PentaChemicals s.r.0.). Vzorky
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byly inkubovany po dobu 3 hodin pfi 4 °C v chladni¢ce (Liebherr CT 2441). Nasledné
byly vzorky centrifugovany po dobu 5 minut pfi 5000 ot/min (MiniSpin® plus
Eppendorf). Peletky byly resuspendovany v 0,5 ml roztoku ledové studeného
fyziologického pufru (PBS; 130 mM NaCl, 5 % (v/v) fosfatovy pufr, pH 7,2-7,4) a0,5 ml
absolutniho etanolu. Vzorky byly nésledné opét odstfed’ovany po dobu 5 minut pfi
5000 ot/min a byl z nich odstranén supernatant. Resuspenze a centrifugace biomasy byly
provedeny celkem dvakrat. Poté bylo k fixované biomase piidano 200 ul PBS a 200 ul
etanolu a vzorky byly do dal§iho zpracovani uchovavany v mrazaku pti -20 °C. Analyza
FISH byla provedena piesné podle stanoveného protokolu a byly pouzity sondy shrnuté
v tabulce 4 (Nielsen et al. 2009).

Tab. 4 Prehled pouzitych FISH sond pro detekci AOB a NOB (Nielsen et al. 2009)

Nazev sondy  Sekvence (5'-3") Specifikace

EUB338 GCT GCC TCC CGT AGG AGT E’fgii;‘zkf;‘;ﬁﬂiétvalj‘_kfggioj)edn"ﬂ”é
EUB338II GCA GCC ACC CGT AGG TGT Planctomycetales (Daims et al. 1999)
EUB338l1I GCT GCC ACC CGT AGG TGT Verrucomicrobiales (Daims et al. 1999)
Ns0190 CGA TCC CCT GCT TTT CTC C antfggg‘;eobacteriélni AOB (Mobarry et
Ns01225 CGC CAT TGT ATT ACG TGT GA 3‘??5;2;60"‘1‘““%1“" AOB (Mobarry et
Ntspa712 CGC CTT CGC CACCGG CCTTCC Phylum Nitrospirae (Daims et al. 2001)
Ntspa662 GGA ATT CCG CGC TCC TCT Genus Nitrospira (Daims et al. 2001)

Metody qPCR a NGS

Mikrobidlni biomasa ze suspenze reaktoru (500 ml) byla ziskéna filtraci ptes
membranovy filtr Durapore PVDF 0,22 um (Merck Millipore, Némecko). Mikrobidlni
biomasa ze vzorki nosice (stejny pocet jako u respirometrickych méteni a FISH) byla
ziskana s vyuzitim stejného postupu jako v pfipadé FISH metody. Podle protokolu
vyrobce byla DNA extrahovadna ze vzorka suspenze a nosice pomoci NucleoSpin Soil
(Macherey-Nagel, Némecko). Koncentrace DNA ve vzorcich byla méfena pomoci
soupravy Qubit™ dsDNA BR Assay Kit a fluorometru Qubit® 2.0 (Life Technologies,
USA) podle protokolu vyrobce.

Ptitomnost nitrifika¢nich bakterii byla stanovena pomoci qPCR v realném case.

Vsechny reakce qPCR byly provedeny v duplikatech na piistroji LightCycler® 480
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(Roche, Svycarsko), jak je popsdno ve studii Dolinova et al. (2016) s teplotami
specifickymi pro kazdy marker uvedenymi v tabulce 5. Hodnoty prahového cyklu (Ct)
byly ziskany pomoci metody druhé derivace maxima dostupné v softwaru LightCycler
480.

Relativni mnozstvi celkové bakterialni biomasy bylo stanoveno amplifikaci genu
16S rRNA pomoci markeru oznaceného jako U16SRT. Prvni krok nitrifikace byl
sledovan funkénim genem kodujicim klicovy enzym pro oxidaci amoniaku na dusitan
(amoA) specificky pro bakterialni rod Nitrosomonas. Pro druhy nitrifika¢ni krok byla ve
vzorcich detekovana NOB Nitrospira amplifikaci beta subjednotky dusitan
oxidoreduktazy (nxrB) specifické pro Nitrospira a amplifikaci 16S rRNA genu Nitrospira
pomoci NSR markeru. Piitomnost NOB Nitrobacter byla stanovena amplifikaci beta
subjednotky dusitan oxidoreduktazy (NxrBl) specifické pro Nitrobacter a amplifikaci
16S rRNA genu Nitrobacter pomoci Nitrob markeru nebo amplifikaci alfa subjednotky

dusitan oxidoreduktazy (nxrA) specifické pro Nitrobacter.

Tab.5 Prehled testovanych markeri

Cilova

- Marker Gen Sekvence (5'-3") Teplota Zdroj
skupina
) F:ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT (Clifford et
[}
bakterie U16SRT  16STrRNA gen RTATTACCGCGGCTGCTGGC 60 °C al. 2012)
amoniak F:GGGGTTTCTACTGGTGGT (Rotthauw
AOB amoA monooxygendza, ] 58 °C eetal.
Nitrosomonas sp. R:CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 1997)
16S rRNA gen, F:CCTGCTTTCAGTTGCTACCG o (Dionisi et
NOB NSR Nitrospira sp. R:GTTTGCAGCGCTTTGTACCG 667C a 2002)
nitrit oxidoreduktdza _FTACATGTGGTGGAACA (Pester et
NOB nxrB B subjednotka, R:CGGTTCTGGTCRATCA S8°C a1 2014)
Nitrospira sp.
) 16S rRNA gen F.ACCCCTAGCAAATCTCAAAAAACCG . (Graham et
NOB Nitrob. Nitrobacter sp. R:CTTCACCCCAGTCGCTGACC 60°C a1 2007)
nitrit oxidoreduktiza _F:. ACGTGGAGACCAAGCCGGG (Gests et
NOB NxrB1 B subjednotka, R: CCGTGCTGTTGAYCTCGTTGA 66°C a1 2007)
Nitrobacter sp.
nitrit oxidoreduktiza _F: CAGACCGACGTGTGCGAAAG (Poly et al
NOB nxrA a subjednotka, R: TCYACAAGGAACGGAAGGTC 60 °C 2008)

Nitrobacter sp.

Mikrobialni slozeni vzorkli bylo stanoveno pomoci NGS amplikoni genu 16S
rRNA. Dvé po sobé jdouci PCR reakce na vzorku byly provedeny podle studie Némecka
et al. (2017) s cilem amplifikovat hypervariabilni oblast V4 genu 16S rRNA pomoci
standardnich fuznich primeri a ¢arovych kodi. K cileni oblasti V4 genu 16S rRNA byl
pouzit primerovy par 515F (5'-TGCCAGCMGCNGCGG-3'; (Dowd et al. 2008)) a 802R
(5-TACNVGGGTATCTAATCC-3’; (Claesson et al. 2010)). Sekvenovani amplikoni
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bylo provedeno na systému Ion PGM™ (Life Technologies, USA), podle pokynii
vyrobce.

Sekvenacni data byla zpracovana pomoci programu SEED 2 (verze 2.1.05), v némz
byly vygenerované sekvence V4 oblasti 16S rRNA demultiplexovany, filtrovany
a trimovany (Vétrovsky et al. 2018). Sekvence genu 16S rRNA byly klasifikovany
pomoci algoritmu BLAST a databazi SILVA SSU 138 (Quast et al. 2013).

4.9. Stanoveni chemismu laboratornich bioreaktoru

Koncentrace dusikatych sloucenin, fosforu a CHSK v bioreaktorech byly méfeny
pomoci komeréni sady kyvetovych testii (Hach). Soucasti téchto analyz je méfeni
absorbance na spektrofotometru HACH DR 6000 UV-VIS (Hach-Lange, USA) a ohiev
kyvet pomoci digitalniho termo-reaktoru (model SBH200DC, Verkon). Kontrolni méteni
pH a rozpusténého kysliku byly provadény jednou tydné nebo dle potieby pomoci
multimetru WTW Multi 9430, s digitalni optickou IDS sondou a pH elektrodou SenTix®
940 (WTW, Némecko). Pro filtraci vzorktl byla pouzita laboratorni filtra¢ni aparatura
s vyménitelnym membranovym filtrem VWR o velikosti pord 0,45 pm. Pomoci
pravidelné kontroly chemismu reaktoru byla sledovana ucinnost eliminace dusikatych
polutantii a na zaklad¢ rozdilu koncentraci filtrované a nefiltrované CHSKcr byly

prubézné zjistovany informace o ptfitomnosti suspendované biomasy v médiu reaktoru.

4.10. Mikroskopie

Snimky ze skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) byly ziskany pomoci UHR
FE-SEM mikroskopu Carl Zeiss ULTRA Plus (Carl Zeiss, Némecko) pii 12 —1 000 000 x
zvétSeni v SE médu a 0,02 — 30 kV urychlovacim napéti. Na vzorky byla nanesena zlata
vrstva pomoci jednotky Quorum QI50R ES (Quorum Technologies, UK), aby byla
zajisténa dostatecnd vodivost pro vSechny vzorky stejnym zptisobem.

Konfokalni mikroskopie byla provedena na vykonném 3D optickém mikroskopu
S neox (Sensofar metrology, Spanélsko) s objektivem EPI 20X v35, ktery umoZiiuje
bezkontaktni optické 3D profilovani. Neox vyuZivd senzor s vysokym rozliSenim
(0,69 um/pixel) s rozliSenim az 1360 x 1024 pixeld (pozorovana plocha
850,08 x 709,32 um). Na vzorky byla nanesena zlata vrstva pomoci stejné jednotky jako
v piipadé¢ SEM, aby se snizila transparentnost nanovlaken. Vzorek byl pfipevnén na

podlozni sklicko tak, aby se zabranilo sebemenSimu pohybu béhem snimani.
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V nékterych piipadech byl pro kontrolu materidlu nebo rostouciho biofilmu pouzit
opticky mikroskop Olympus BX51M s digitalni zrcadlovkou Olympus E-510
a softwarem QuickPHOTO MICRO 2.3.

Snimky z FISH metody byly potizeny na fluorescen¢nim mikroskopu ZEISS Axio
Imager.M2 s kamerou AxioCamlICcl a svételnym zdrojem Colibri.2. Nastaveni bylo
ptizptisobené filtru 43 HE (vlnové délky 550/25, FT 570 (HE), 605/70, pro-Cy3
Fluorescent Dyes) a filtru 44 (vlnové délky 475/40, FT 500, 530/50, pro Alexa 488
Fluorescent). K vyhodnoceni specifickych bakterii snimkt s AOB, NOB a EUB byl
pouzit automatizovany programovy kod zkompilovany v programu  Matlab
(The MathWorks, Inc.). Pomér ¢ervené obarvenych bunéénych oblasti (AOB nebo NOB,
hodnoceno samostatng) k zelené¢ obarvenym bunéénym oblastem (EUB) byl hodnocen
z fluorescen¢nich snimku. Informace o plose (bufice) byly vyhodnoceny samostatné
v kazdé cCervené nebo zelené vrstvé v barevnych obrazcich RGB. Nakonec bylo
vypocteno procentualni zastoupeni bunék AOB/NOB/EUB. Data byla uvedena jako
primér + standardni odchylka. Byla pouZita jednocestnd ANOVA a vyznam byl
akceptovan, kdyz p-hodnota byla <0,05.
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5.  VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Vyvoj mikrovlakennych struktur

Na zaklad¢ predchozich vysledkd experimentii s nitémi rtiznych materialt
(viz publikace Svobodova et al. (2021)) byl sestaven navrh na pfipravu mikrovlakennych
3D nosict z hlediska jejich tvaru, hmotnosti a vnitini struktury. Na Fakulté textilni TUL
byly piipraveny navrzené nosice pro MBBR systémy pomoci technologie distan¢niho
pleteni, kterd se ukéazala jako nejvyhodnéj$i. Obecné bylo cilem vytvofit vzijemné
uspotadané plochy sendvic¢ové struktury poskytujici moznost vyroby nosice typu biochip,
pro intenzifikaci procesti odstraiovani dusiku v post-treatment procesu na COV.
Pii vyvoji byly neustdle zohlediiovany charakteristické vlastnosti nosi¢e biomasy
Vv aplikacich ¢iSténi odpadnich vod. V nékterych piipadech (pfedevSim rozdilné
podminky pro nitrifika¢ni a denitrifikacni procesy) muze byt vyzadovana synergie mezi
aerobnimi a anoxickymi podminkami, a toho 1ze docilit zvolenymi rozméry nosice.

V roce 2020 probéhla ptiprava dvou soubort textilnich nosic¢i, které byly testovany
Vv laboratornich reaktorech post-nitrifikace a podrobné navrZzené metody analyz
(respirometrie a metody molekularni biologie) zajistily vysledky vedouci k vybéru
finalniho nosice. Tento nosi¢ byl primarné zvolen pro systémy post-nitrifikace, ale jeho
modifikaci 1ze dosahnout nosic¢e aplikovatelného taktéz v systému post-denitrifikace.
Byly definovany parametry, které je nutné u textilnich nosicl zajistit, aby jejich pouziti

Vv post-denitrifikaci bylo maximalné¢ efektivni.

5.1.1. Parametry vyvijenych nosict

Z testovanych soubortt vzorki byly vybrany materidly polyester (PES),
nasledovany polypropylenem (POP) jako nejvhodnéjsi pro pfipravu 3D mikrovlakennych
nosicli. Hmotnost a tvar byly zvoleny tak, aby bylo v testovaném systému post-nitrifikace
zajisténo: snadné michani nosici, jejich separovatelnost a udrzovani ve vznosu. V prvni
fazi byl piipraven 3D textilni nosi¢ z PES (Obrazek 11A) s pevné spojenou strukturou
okrajli (znacime jako nosi¢ X). V druhé fazi byl ptipraven soubor tii typti 3D nosicl
biomasy sendvicové struktury (Obrazek 11B), kdy byla pro pfipravu pouzita kombinace
materiald POP a PES tak, aby vysledna hustota byla cca 1 kg/dm3, s ohledem na
minimalizaci intenzity hydropneumatického michani v post-nitrifikaci. Naopak pro post-
denitrifikaci je vhodné&j$i nastavit vyssi hustotu nosice s ohledem na ptedpokladané

pouziti hyperboloidnich michadel, které michaji ve sméru ode dna a stiedu nadrze
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k hladin¢ a do stran. Rtizné nosice piipravené pro post-nitrifikaci se lisily velikosti pori
a celkovou plochou; znaceny S, M a XL dle velikosti otvord. Zde byly zvoleny okraje
bez Upravy (bez zakonceni), aby se eliminoval zna¢ny ekonomicky néklad na vyrobu
nosic¢l. PES byl pouzit jako mechanicka opora nosi¢e slouzici K zajisténi distance
sendvicové struktury. Ukazalo se, ze zakonCeni okraji nosic¢ti neni zasadni pro jejich
funkénost. Na zékladé vysledkl testovani byl z findlniho souboru mikrovlakennych 3D
nosicl vybran nejlepsi pro jeho aplikaci v post-nitrifikaci, a to nosi¢ S (Obrazek 11C).

Technické specifikace jednotlivych nosi¢l jsou popsany v tabulce 6.

Obr. 11 Fotografie (A) 3D textilniho nosice X se zakoncenymi okraji, (B) souboru 3 typu
3D textilnich POP-PES nosicu a (C) zvlast vybrany (findlni) nosic¢ S

Tab. 6 Charakteristika vyvijenych 3D mikrovlakennych nosicii biomasy

Mikrovlakenny 3D

e - Material Technické specifikace nosicu
nosi¢ biomasy P

Vrchni a spodni vrstvy z multifilu: 2x167 dtex (2x36 fibril),
filetova vazba, (3,5x3,5 mm otvory)

X 100% PES Distance (stfedni vrstva) pfipravena kombinaci 2 materialti
(multifil, monofil): 0,2 mm monofil PES, v poméru 1:1
s multifilem 2x167 dtex (2x36 fibril), distance 6 mm
3x110 dtex POP (3x33 fibril), skany, zakrut 100 m?

S _ finalni pop, pEs  Distance: 0,1 mm monofil PES, distance 6 mm

3,5%3,5 mm otvory

3x110 dtex POP (3x33 fibril), skany, zakrut 100 m?
M popP, PES Distance: 0,1 mm monofil PES, distance 6 mm
4,5x4,5 mm otvory

3x110 dtex POP (3x33 fibril), skany, zakrut 100 m?
XL pop, pPEs  Distance: 0,1 mm monofil PES, distance 6 mm
6,5x6,5 mm otvory

5.1.2. Chemismus reaktorq, ucinnost nitrifikace

V obou fazich testovani (nosice X a AnoxKaldnes K3 (experiment 1) a série nosi¢tu
S, M a XL (experiment 2)) byla pravidelné v piipravené modelové vodé a v odtocich
z reaktorti métena koncentrace amoniakélniho dusiku. Koncentrace NH4-N v modelové

vode¢ (natok) kolisala vzdy mezi 8 a 16 mg/l. Koncentrace NH4-N v odtoku z reaktoru po
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stabilizaci byla typicky mensi nez 0,5 mg/l, coz ukazuje na vice nez 95% ucinnost
nitrifikace pro vsechny testované nosice v obou experimentech. Kompletni nitrifikace
byla prokazana zanedbatelnou koncentraci NOz ionta v reaktoru (< 0,2 mg/l). V urcitych
fazich experimentu (obdobi stabilizace reaktoru) se hodnoty sledovanych koncentraci
sloucenin dusiku pohybovaly nad/pod limitnimi hodnotami, coz se neprojevilo negativné
na vysledcich experimentli. Rozdil hodnot filtrované a nefiltrované CHSK poskytoval
informace o mnozstvi (ubytku) oxidovatelnych suspendovanych latek v médiu reaktoru
(suspendovana biomasa). Jednotlivé hodnoty analyz chemismu reaktor jsou uvedeny

V tabulkach 7-11 nize:

Tab.7 Chemické parametry modelové odpadni vody vexperimentu 1 (nosi¢ X,
AnoxKaldnes K3)

Datum NHs-N [mg/I] PO4*-P [mg/l] NaHCO3 [mg/I]
04.05.2020 10,8 7,8 40
11.05.2020 7,6 15,8 50
15.05.2020 11,4 13,0 -
19.05.2020 12,2 15,5 30
22.05.2020 11,2 22,1 8
25.05.2020 10,9 7,1 -
27.05.2020 13,2 18,8 8
01.06.2020 9,8 8,0 -
03.06.2020 12,3 14,9 -
08.06.2020 11,7 14,0 8
11.06.2020 12,5 16,6 -
15.06.2020 11,3 13,2 16
22.06.2020 121 11,5 40
02.07.2020 12,3 11,9 40
07.07.2020 14,3 11,4 40
10.07.2020 15,3 13,5 40
16.07.2020 12,0 11,4 40
22.07.2020 11,5 11,3 40
27.07.2020 15,4 10,2 -
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Tab. 8 Chemické parametry odtoku v experimentu 1 — nosice X

Nefiltrovana Filtrovana NO2-N NOs-N NHs-N

Den CHSKe[mg/ll CHSKe[mg/ll  [mg/ll [mg/ll  [mg/] PH

3 den 109 29,0 0,22 11,2 022 7,20

7 den 92,3 25,1 0,02 327 006 7,55
14 den 61,4 15,7 0,16 121 05 63175
21 den 21,4 21,1 0,01 149 006 6,89
28 den 222 16,2 0,19 124 029 7,63
35 den 74,0 20,5 0,32 127 120 60575
42 den 16,9 9,4 0,16 147 076 59576
49 den 17,9 10,3 0,09 122 005 7,37
56 den 6,31 63 0,06 135 181 5876
64 den 6,4 6.2 0,03 11,2 0,02 7.9
71 den 10,0 9,9 0,07 180 021 57576
85 den 17,7 15,5 0,14 115 006 7.4
92 den 17,1 15,6 0,18 141 003 :

Tab. 9 Chemické parametry odtoku v experimentu 1 — nosice AnoxKaldnes K3

Nefiltrovana Filtrovana NO2-N NOs-N NH4-N

Den CHSKe [mg/l] CHSKe [mg/]  [mg/]  [mgd]  [mg/l] pH

3 den 176,0 20,0 0,33 115 012 7.20

7 den 62,2 13,7 0,01 11 002 771
14 den 25,0 10,1 1,28 85 153 688575
21 den 23,5 18,6 0,01 121 006 7,01
28 den 18,7 8.2 0,18 119 013 7,67
35 den 31,4 13,0 0,24 11,7 019 650575
42 den 487 9,1 0,02 161 010 6776
49 den 15,8 15,5 0,07 120 003 7,49
56 den 14,1 111 0,04 147 018 6176
64 den 13,9 10,8 0,03 107 001 7.9
71 den 12,6 12,5 0,05 162 021 5976
85 den 15,3 15,0 0,25 113 007 75

92 den 14,9 14,8 0,04 14,4 0,02 -




Tab. 10 Chemické parametry modelové odpadni vody v exp. 2 (nosice S, M a XL)

Datum NH4-N [mg/l] PO4*-P [mg/l] NaHCO3 [mg/1]
22.9.2020 14,9 11,6 40
25.9.2020 8,8 8,5 20
2.10.2020 12,0 9,3 -
9.10.2020 13,5 9,5 -
14.10.2020 11,5 8,3 -
21.10.2020 22,4 19,1 -
26.10.2020 8,4 8,0 25
30.10.2020 10,2 8,1 25
5.11.2020 12,6 13,9 25
9.11.2020 12,6 11,8 -
13.11.2020 12,4 12,3 40
19.11.2020 12,3 8,3 40
26.11.2020 9,0 6,4 40
30.11.2020 13,8 7,7 40

Tab. 11 Chemické parametry odtoku v exp. 2 — nosice S, M a XL

Den Nefiltrovana Filtrovana NO.-N NOs-N NHs-N pH
CHSKcr[mg/l]  CHSKcr [mg/l] [ma/l] [ma/l] [mo/l]

3den - - 3,26 2,5 8,41 82—173
7 den 14,4 12,6 4,36 5,6 1,15 7,8 —17,5
11 den - 9,9 1,70 7,9 0,40 7,6
14 den 6,5 6,0 1,40 9,2 2,08 6,574
21 den 23,3 11,2 0,06 4,0 9,30 7,8
28 den 16,5 10,0 0,09 5,6 5,00 6,8 =75
35den 15,5 6,8 0,91 8,6 11,60 69—75
42 den 8,2 8,1 0,85 10,0 0,34 7,5
49 den 6,5 6,4 0,28 13,5 0,42 6,4—17,5
56 den 8,2 8,2 0,39 13,2 0,31 7,11 - 7,6
64 den 8,7 8,7 1,97 13,4 0,35 7,3
71 den 9,0 8,8 0,42 11,8 0,96 7,3
78 den 6,0 5,5 0,33 15,0 1,19 6,3

Pozn.: — pH upraveno pridanim kapek roztoku NaOH (20 g/)
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V obou ptipadech bylo cilem podpofit rist nitrifikacnich bakterii, tedy biofilmu,
ktery bude co nejucinnéjsi pro eliminaci amoniakalniho dusiku ve sledovaném prostredi.
Na zaklad¢ vysledki chemismu reaktoru nemuizeme posoudit nic o slozeni bakterii
v biofilmu (k tomu slouzi metody molekuldrni biologie), ale Ize sledovat celkovou
aktivitu biofilmu na nosicich (efektivita nitrifikacniho procesu). V prvnim experimentu
bylo odstraitovani NH4-N velmi G¢inné pro nosic¢e X i AnoxKaldnes K3 po celou dobu
provozu bioreaktorti. Ve druhém experimentu trvala del$i dobu stabilizace systému, kdy
muselo dojit k dodate¢né inokulaci 14. a 28. den (2-denni inokulace za stejnych podminek
jako pfi spusténi experimentu). Inokulace byla zajisténa pouze polovinou koncentrace
aktivovan¢ho kalu oproti prvnimu experimentu 1, coz prodlouzilo stabilizaci celého
procesu. Na druhou stranu bylo zaji§téno minimalni zachyceni suspendovaného kalu do
nosicl béhem inokulace, coZ je i dle predchozich zkuSenosti velmi dilezité pro dalsi faze
experimentu. Prvotni zachyceni kalu na nosi¢ich mlze negativné ovlivnit pozdé&jsi
vysledné slozeni biofilmové biomasy, a také mlze dochazet k ucpavani péri nosice
balastni biomasou, cozZ ma za nasledek zmenSovani prostiedi pro adhezi nitrifikacnich

bakterii (tvorba kvalitniho nitrifikujiciho biofilmu).

5.1.3. Analyza respirometrie

Téméf tydenni testovani poskytlo fadu udaji (Obrazek 12 a 13) pro srovnani
jednotlivych nosi¢l. Zasadnim piedpokladem pro spravné vyhodnoceni experimentu 2
(a vybér finalniho nosice) byl pifepocet respirometrickych dat na jednotnou plochu nosi¢ti
S, M a XL, jelikoz kazdy typ nosic¢e se vyznacuje rozdilnou efektivni plochou. Kromé
testovani nosic¢u v bioreaktorech v 1. a 2. experimentu byl navic pomoci respirometrie
studovan zachyt biomasy kalu na nosic¢ich S, M a XL béhem prvnich hodin inokulace,
tedy byl sledovan vliv jednak koncentrace kalu a jednak vliv samotnych parametrii nosice

na prvotni zachyt kalu na nosicich.

Respirometricka data z experimentu 1

Obdobné¢ jako v ptipad€ vnitiniho prostfedi reaktoru, i u samotného biofilmu na
nosic¢ich dochazi k jeho stabilizaci, coz je patrné z respirometrickych dat. Nejprve
nosi¢ich z faze inokula¢ni. Postupné dochazi k vymizeni téchto rezidui kalu, a tedy
K mirnému snizovani aktivity. Nasledny rist pravého biofilmu opétovné znaci narust

aktivit (tentokrat uz pouze biofilmu, nikoliv zachyceného kalu).
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Obr. 12 Prehled respirometrickych dat — testovani nosicit X a AnoxKaldnes K3
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Z dat (Obrazek 12) je patrné, ze mikrovlakenné nosi¢e X jsou schopné rychleji
zachycovat mikroorganismy a tvofit biofilm, jelikoz jejich struktura je oproti nosi¢im
AnoxKaldnes K3 poréznéjsi a obsahuje vice specifickych prostor (chranéného povrchu)
pro primarni adhezi bakterii. U komer¢nich nosi¢t AnoxKaldnes K3 trva tvorba biofilmu
na povrchu podstatné delsi dobu a pro urychleni procesu by pravdépodobné bylo
zapotiebi inokulovat bioreaktor mnohem vyssi koncentraci kalu. Pokud se vSak pouziti
nosi¢u cili na post-treatment (post-nitrifikace), potom vysokd koncentrace kalu

neodpovida realnym podminkam.

Respirometricka data z experimentu 2

Ve druhém experimentu zapocalo respirometrické méteni az po celkové stabilizaci
systému, tj. byly vynechany prvni tydny méfeni, které jsou pravdépodobné ovliviiovany
residui zachyceného kalu z inokulace bioreaktoru. Na grafech z respirometrickych dat
(Obrazek 13) Ize vidét pomalé zvySovani aktivit biofilmu, které je rizné pro jednotlivé
typy nosicl. Jak jiz bylo zminéno vySe, predpokladem pro spravné vyhodnoceni
nejlepsiho/nejucinngjsiho nosice byl proveden piepocet respirometrickych dat na
jednotnou plochu nosi¢l. Z nize uvedenych dat vyplyva, ze nosi¢ S je z hlediska aktivity

biofilmu na nejvyssi Grovni.
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Obr. 13 Prehled respirometrickych dat — testovani nosicii

Testovani zachytu biomasy pfi inokulaci

Pro otestovani vlivu koncentrace kalu pii inokulaci a parametr(i nosice na zachyt
suspendované biomasy V prvnich 24 hodinach kontaktu S nosici byl aplikovan nasledujici
test. Do 2-litrové vysoké kadinky bylo nalito 1000 ml odstaté kohoutkové vody a bylo
piidano dané mnozstvi aktivovaného kalu — 50, 250 a 500 mg/l. Dale bylo piidano 5 ml
fosfatového pufru a 10 mg/l NHs-N. Do kadinky byla vlozena hadi¢ka napojena na
dmychadlo zajist'ujici nepietrzité provzdusiovani. Do takto pfipraveného systému byly
vlozeny testované nosi¢e biomasy a ponechany zde 24 hodin (simulace jednorazové
inokulace nosice).

Inokulované nosice poté byly testovany na respirometru nasledovné: do 300ml
lahve bylo nalito 100 ml odtoku z realné COV, déle bylo piidano 2 ml fosfatového pufru,
10 mg/l NHs-N a 1 kus testovaného nosice (S, M nebo XL ptimo odebrany z kadinky
s kalem po inokulaci). Po ukonéeni respirometrie byla stanovena CHSKGc; (nefiltrovanych

vzorkill), na zakladé které 1ze soudit miru uvolnéni kalu z nosicti do média.

Tab. 12 Hodnoty CHSKcr nefiltrovaného média po ukonceni respirometrie

CHSKc [mg/1]

Vzorek (nefiltrované)
1. 50 mg/l kal — nosi¢ S 48,1
2. 50 mg/l kal — nosi¢ M 44,4
3. 50 mg/l kal — nosi¢ XL 39,4
4. 250 mg/l kal — nosi¢ S 70,5
5. 250 mg/l kal — nosi¢ M 58,6
6. 250 mg/l kal — nosi¢ XL 43,2
7. 500 mg/l kal — nosi¢ S 71,6
8. 500 mg/l kal — nosi¢ M 63,4
9. 500 mg/l kal — nosi¢ XL 51,1
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Z hodnot CHSKGcr je patrné, ze ¢im vétsi koncentrace kalu byla pouzita pfi
inokulaci, tim logicky vice dochazi k jeho naslednému uvoliiovani z nosi¢e do média. Na
druhé¢ stran¢ neni zavislost mezi koncentraci kalu pii inokulaci a nasledn¢ uvoliiovanym
mnozstvim linearni, tedy dochazi k podobné mite primarniho zachytu aktivovaného kalu
Vv nosicich. Z hlediska vlivu struktury nosic¢e dochazi k nejvétsimu uvoliovani kalu do
média u nosice S (nejmensi otvory). Nosice S se dle respirometrie vyznacovaly nejvyssi
nitrifika¢ni aktivitou celkové biomasy (zachycené v nosi¢i a uvolnéné do média); tedy
nosi¢ S efektivné zachytava srovnatelné mnozstvi nitrifikujiciho kalu.

Na zakladé respirometrickych dat (Obrazek 14) Ize fici, ze u nosice S pro vSechny
koncentrace kalu dochazi k jeho zna¢nému primérnimu zachytu pfi inokulaci. Mensi
velikost port nosice tedy pravdépodobné zpisobuje vetsi nahromadéni kalu a jeho urcité
setrvani (béhem inokulace) ve struktufe nosi¢e. Podobn€ jsou na tom nosice
s nadmérnymi pory (nosi¢ XL), kde ale pfi nizSich koncentracich kalu je jeho zachycené
mnozstvi mens$i. Nezavisle na koncentraci, nosi¢e M (se stfednimi pory) zachytavaji kal
koncentrace kalu (50 mg/L), kterd zajisti dostate¢ny prinik mikroorganismil do celého
systému nosice. V piipadé nosicu S se znac¢na ¢ast kalu dostane po inokulaci z nosice ven,
coz je velmi Zzadouci Sohledem na vyplaveni majoritni heterotrofni populace
aktivovaného kalu a naslednou moZnost vytvareni nitrifikujiciho biofilmu (substratova

podpora v post-nitrifikaénim reaktoru).

Respiracni rychlost po 24 h inokulace nosicu
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Respiracni rychlost po 24 h inokulace nosicu - graf bez hodnot pro kal

0, Rate [mg/I/h]

¢as [h]
Obr. 14 Prehled respirometrickych dat — testovani zdachytu kalu na nosicich pri

24-hodinové inokulaci

5.1.4. Vysledky qPCR a NGS analyzy
Nosice X a AnoxKaldnes K3

Vysledky qPCR analyzy (tzv. Ct hodnoty) jsou interpretovany ve form¢ grafu
primérnych Ct hodnot (Obrazek 15) arelativni kvantifikace (Obrazek 16, 17).
V nésledujicim textu je vzdy pod pojmem ,,Ct hodnota® minén primér z duplikatu
Ct hodnot, v piipad¢ duplikatu vzorkd je minén primér ze 4 namétenych Ct hodnot.
Ct hodnota, tim vétsi je mnozstvi cilové DNA ve vzorku a naopak. Konkrétné tedy
Vv ptipadé qPCR analyzy pomoci markeru U16SRT, ¢im nizsi byla Ct hodnota, tim vétsi
bylo celkové bakterialni oziveni (mnozstvi bakteridlni biomasy) ve vzorku. Maximalni
mozna Ct hodnota je 40 a odpovida nulové detekei.

Ve v8ech vzorcich z prvniho odbéru (tj. po jednom meésici provozu reaktoru) bylo
celkové bakterialni oziveni na vysoké trovni, zatimco v 2. odbéru (tj. po tfech mésicich
provozu reaktoru) bylo unosi¢t z mikrovlaken (nosi¢ X) a média pozorovano nizsi
celkové bakterialni oZiveni (viz Obrazek 15), coZ koresponduje s naméfenou koncentraci
DNA. U vSech vzorkii byly detekovany vSechny testované markery specifické pro
nitrifikaci kromé dvou markerti detekujicich funkéni geny archealni amoA a nitrit
oxidoreduktazy NxrB1 specifické pro NOB Nitrobacter, piestoze marker 16S rDNA genu

Nitrobacter (Nitrob.) byl detekovan ve vSech vzorcich.
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Ct hodnota

El h .
U16SRT arch amoA NSR NxrB1
Markery
B 1. odbér | Médium z reaktoru O1. odbér | R1: Mikrovlakna O1. odbér | R2: Kaldnes K3
B 2. odbér | Médium z reaktoru O2. odbér | R1: Mikrovldkna B2. odbér | R2: Kaldnes K3

Obr. 15 Primerné Ct hodnoty testovanych biologickych markerii u jednotlivych vzorkii

Porovnani mnozstvi celkové a testované specifické bakteridlni biomasy mezi
jednotlivymi vzorky nosi¢li biomasy z duplikatu je vyjadfen pomoci relativni
kvantifikace (Obrazek 16), jenz popisuje relativni zménu mnozstvi daného markeru vaci
referenénimu vzorku, kterym je v tomto ptipadé jeden ze vzorkl z duplikétu (I). Hodnota
relativni kvantifikace referencniho vzorku je 1. Pokud je hodnota relativni kvantifikace
vzorku 2, znamend to, Zze v tomto vzorku je dvakrat vice cilové DNA nez v referenénim
vzorku. Kdyz bylo celkové bakterialni oziveni (Ul16SRT) vyssi v jednom ze
vzorkl duplikdtu (II) v porovnani s druhym vzorkem (I) duplikatu, bylo mozné
pozorovat, Ze byla v tomto vzorku také vyssi abundance specifické bakteridlni biomasy.
Napftiklad u mikrovlakennych nosi¢ii zZ 2. odbéru bylo pravdépodobné mozné sledovat
stejny pomér NOB (kromé& NxrBl) vici celkové bakteridlni biomase v obou vzorcich
duplikatu, ptestoZe jeden ze vzorkl duplikatu vykazoval 4-krat vyssi bakterialni oZiveni
nez druhy. V pfipadé markeru NxrB1l je abundance tohoto markeru ve vzorcich bud’

nulova, nebo tak nizka, ze je detekovana pouze na mezi detekce.
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Obr. 16 Relativni kvantifikace celkové a specifické bakterialni biomasy na jednom ze

vzorkit duplikatu nosicit biomasy vici druhému vzorku duplikatu
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Porovnani mnozstvi celkové a testované specifické bakteridlni biomasy mezi
jednotlivymi nosi¢i biomasy a médiem z reaktoru, v ramci odbéru, bylo taktéz vyjadieno
pomoci relativni kvantifikace (Obrazek 17). Ta popisuje relativni zménu mnozstvi
daného markeru vuéi referenénimu vzorku, kterym je v tomto piipadé médium z reaktoru
odebrané v 1. odbéru (Obrazek 17A) ¢iv 2. odbéru (Obrazek 17B). V 1. odbéru bylo
celkové bakterialni oziveni na vSech nosicich biomasy na stejné trovni jako ve 500 ml
média z reaktoru. V 1. odbéru byla na vSech nosicich biomasy vyssi abundance NOB
Nitrospira (NSR, nxrB) nez v médiu zreaktoru. Mnozstvi funk¢éniho genu AOB
Nitrosomonas bylo na nosi¢ich biomasy nizs§i nez v médiu v 1. odbéru. Abundance NOB
Nitrospira (NSR, nxrB) byla v 1. odbéru mirn¢ vyssi na nosicich typu AnoxKaldnes K3
neZ na nosicich z mikrovlaken, zatimco mnozstvi AOB Nitrosomonas a NOB Nitrobacter
bylo vyss$i na nosicich z mikrovlaken.

V 2. odbéru (Obrazek 17B) po 3 mésicich provozu lze pozorovat vyrazné vyssi
rozdily v mnozstvi celkové a specifické bakteridlni biomasy mezi médiem z reaktoru
anosi¢i biomasy. Abundance celkové bakteridlni biomasy spolecné s AOB a NOB,
kromé& arch amoA a NxrB1, byla vyznamné vys$$i na nosi¢ich biomasy nez ve 500 ml
média z reaktoru. Podobné jako v 1. odbéru byla na nosi¢ich typu AnoxKaldnes K3 ve
2. odbéru nizs§i abundance AOB Nitrosomonas a vyssi abundance NOB Nitrospira

V porovnani s nosi¢i mikrovlakennymi.
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Obr. 17 Relativni kvantifikace celkové a specifické bakterialni biomasy na nosicich

biomasy viic¢i médiu z reaktoru v 1. odbéru (4) a v 2. odbéru (B)
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Slozeni bakteridlniho konsorcia (Obrazek 18) bylo ureno pomoci NGS.
Zastoupeni jednotlivych bakterialnich kmenti je pomérmn¢ raznorodé a jednoznacné zde
vystupuji béZné rody bakterii, které se ucastni procestt na COV. Na obrazku 18 Ize

detailn¢ vidét pouze zastoupeni bakterii nitrifikacnich.
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Obr. 18 Relativni zastoupeni mikroorganismii ve vzorcich — zndzornény mikroorganismy

na urovni rodu s abundanci > 1 %
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Obr. 19 Relativni zastoupeni bakterialnich rodii Nitrosomonas a Nitrospira ve vzorcich

V grafu na obrazku 19 vidime nizs§i mnozstvi AOB oproti NOB, coz je bézny jev,
ktery se vyskytuje i na COV. Pomér AOB/NOB hraje zasadni roli v optimalizaci
nitrifikacniho procesu. V piipadé rychlejsiho riistu AOB oproti NOB bude dochazet
k akumulaci dusitant v systému, coz muze vést k inhibici vlastniho procesu. Avsak bylo

prokazano, ze NOB maji dominantni zastoupeni v nitrifikacnim procesu AOB (Yao
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aPeng 2017; Seuntjens et al. 2018). V celkovém zastoupeni je V prvnim odbéru
u mikrovlakennych nosi¢t pomérné¢ dominantni bakterie rodu Zoogloea, ktera dokazuje
pritomnost aktivovaného kalu v nosic¢ich z faze inokulace. U AnoxKaldnes K3 toto neni
pozorovano, jelikoz aktivovany kal zde nesetrvd. V druhém odbéru je uz koncentrace
Zoogloea minimalni, jelikoz na nosicich prevlada pravy biofilm, kde tato bakterie nema

davod se vyskytovat.

Nosice S, M a XL

Vysledky qPCR analyzy (Cthodnoty) jsou interpretovany ve formé grafu
prumérnych Ct hodnot (Obrazek 20) a relativni kvantifikace (Obrazek 21 a 22).

Ve vsech vzorcich, jak nosicl, tak média, bylo celkové bakteridlni oZiveni na
vysoké urovni (viz Obrazek 20). U vSech vzorkt byly detekovany vSechny testované
markery specifické pro nitrifikaci krom¢€ markeru funkéniho genu archealni amoA, ktery
nebyl detekovan v Zddném ze vzorki (Ct hodnoty 40) a markeru nitrit oxidoreduktazy

NxrB1 specifické pro NOB Nitrobacter.
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Obr. 20 Primérné Ct hodnoty testovanych biologickych markerii u jednotlivych vzorki

Porovnani mnozstvi celkové a testované specifické bakteridlni biomasy mezi
jednotlivymi vzorky nosici biomasy z duplikidtu je vyjaddfen pomoci relativni
kvantifikace (Obrazek 21). Rozdily mezi duplikaty byly u vSech markert krom& NxrB1
zanedbatelné. U NxrB1 byla abundance ve vzorcich velmi nizka az nulova, coz zptuisobuje

fluktuaci Ct hodnot mezi duplikaty.
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Obr. 21 Relativni kvantifikace celkové a specifické bakterialni biomasy na jednom ze

vzorkit duplikatu nosicit biomasy vilci druhému vzorku duplikatu

Porovnani mnozstvi celkové a testované specifické bakteridlni biomasy mezi
jednotlivymi nosi¢i biomasy a médiem z reaktoru v rdmci odbéru bylo vyjadfeno pomoci
relativni kvantifikace (Obrazek 22), jenZ popisuje relativni zménu mnozstvi daného
markeru vuéi referenénimu vzorku, kterym je vtomto ptipadé médium z reaktoru
odebraném v 1. odbéru (Obrazek 22A) ¢i v 2. odbéru (Obrazek 22B). V 1. odbéru bylo
celkoveé bakterialni oziveni na vSech nosi¢ich biomasy na témét stejné Urovni jako
v 500 ml média z reaktoru. Na vSech nosic¢ich biomasy byla v 1. odbéru vyssi abundance
vSech testovanych markerd AOB (amoA) a NOB (NSR, nxrB, Nitro, NxrB1) nez v médiu
z reaktoru. Abundance vSech testovanych specifickych markerii byla v 1. odbéru mirné
vys$8i na nosicich S nez na nosi¢ich M a XL.

V 2. odbéru (Obrazek 22B) po 2,5 mésicich provozu Ize pozorovat vyrazné vetsi
rozdily v mnozstvi celkové a specifické bakterialni biomasy mezi médiem z reaktoru
a nosi¢i biomasy, zejména nosici S. Abundance celkové bakteridlni biomasy spolecné
s AOB a NOB byla vyssi na nosi¢ich biomasy nez v 500 ml média z reaktoru. Podobné
jako v 1. odbéru bylo na nosi¢ich S ve 2. odbéru vyssi mnozstvi vSech testovanych
specifickych markeri v porovnani s dal§imi nosi¢i z reaktoru. Porovname-li nosice S,
I abundance specifickych markeri AOB i NOB (kromé NxrBl) cca 2-krat vyssi na
nosi¢ich S, resp. cca 1,4-krat vysS8i na nosi¢ich XL neZ na nosi¢ich M, tedy je
pravdépodobné pomér AOB a NOB vici celkové bakteridlni biomase na téméf stejné

urovni u vSech nosicu.
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Obr. 22 Relativni kvantifikace celkové a specifické bakterialni biomasy na nosicich S, M
a XL vii¢i médiu z reaktoru v 1. odbéru (4) a v 2. odbéru (B)

Porovnani mnozZstvi celkové a testované specifické bakterialni biomasy na vzorcich
mezi odbéry bylo vyjadieno pomoci relativni kvantifikace (Obrazek 23), jenz popisuje
relativni zménu mnozstvi daného markeru vii¢i referenénim vzorktim, coz jsou v tomto
ptipade jednotlivé vzorky z 1. odbéru. Ve vsech vzorcich nebyla po 1 mésici mezi odbéry
pozorovana témeét Zadna zména v abundanci testovanych markerit kromé markerdt NOB
Nitrobacter, jejichz mnozstvi se mezi odbéry snizilo. Tento trend indikuje, Ze jiz po
1,5 mésici provozu reaktoru byl na vSech nosi¢ich stabilni biofilm, jehoz slozeni se

béhem dalsiho 1 mésice provozu vyznamné nezménilo.
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Obr. 23 Relativni kvantifikace celkové a specifické bakterialni biomasy ve vzorcich

Z 2. odbéru viici vzorkum z 1. odbéru
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Vysledky NGS analyzy jsou zobrazeny na grafech (Obrazek 24 a 25). Mezi nosici
biomasy v jednotlivych odbérech nebyly pozorovany vyznamné rozdily v zastoupeni.
Zastoupeni nitrifika¢nich bakterii, konkrétné AOB Nitrosomonas a NOB Nitrospira, bylo
vyrazn¢ vys$§i na nosi¢ich biomasy nez v médiu z reaktoru v obou odbérech. Zatimco
v 1. odbéru byl podil NOB Nitrospira vyssi na nosicich S a M v porovnani s nosi¢i XL,
v 2. odbéru byly jiz rozdily v zastoupeni AOB i NOB mezi nosi¢i S, M a XL
zanedbatelné (viz Obrazek 25). Mezi odbéry byl zaznamenan pouze narust podilu NOB
Nitrospira na nosic¢ich XL.

Kromeé nitrifika¢nich bakterii byly na nosi¢ich biomasy abundantni bakterialni rody
Dokdonella, Flavobacterium, Haliangium, Sphaerotilus a Zoogloea, u kterych byla
prokdzana schopnost denitrifikace, v piipadé bakterialniho rodu Sphaerotilus,
pritomného ve velkém mnozstvi v 2. odbéru, dokonce i schopnost autotrofni denitrifikace
(Pishgar et al. 2019; Deng et al. 2016).

Ve vSech vzorcich z 2 experimentu (Snosi¢i S, M a XL) byly detekovany
biologické markery nitrifika¢nich bakterii podilejicich se na obou krocich nitrifikace,
oxidace amoniaku (AOB Nitrosomonas) adusitanu (NOB Nitrospira a NOB
Nitrobacter). Po 2,5 mésicich provozu byla specificka bakterialni biomasa podilejici se
na nitrifikaci vy$§i na nosi¢ich nez v médiu z reaktoru. Nutné vSak podotknout (pro
vSechny vysledky molekuldrni genetiky), Ze s ohledem na dobu zdrZeni v reaktoru
pfitomna biomasa v reaktoru jist€ pochazi znosicl (uvolnéni starého biofilmu);
nitrifikacni bakterie se v chemostatu nemohou udrzet. Pro analyzu byla koncentrace
biomasy Vv suspenzi zanedbatelna (tedy nevyznamna). Nosice S vykazovaly ze vSech
testovanych typl nosict biomasy nejvyssi abundanci nitrifikacnich bakterii. Pfesto byly
rozdily v zastoupeni nitrifikac¢nich bakterii mezi nosi¢i S, M a XL spiSe zanedbatelné po
2,5 mésicich provozu reaktoru. Jako v ptipadé testovani nosi¢t X a AnoxKaldnes K3 se
podil AOB/NOB vyskytoval na trovni 1/4-1/5.
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Obr. 24 Relativni zastoupeni mikroorganismii ve vzorcich — zndzornény mikroorganismy

na urovni rodu s abundanci > 1 %
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Obr. 25 Relativni zastoupeni rodit Nitrosomonas a Nitrospira ve vzorcich

Snimky FISH

Snimky AOB a NOB ziskané metodou FISH (Obrazky 26 az 30) slouzi k potvrzeni
pfitomnosti téchto bakterii ve vzorcich biofilmu odebranych znosicd. Z nize
zobrazenych snimki 1ze s jistotou potvrdit pfitomnost AOB i NOB ve vzorcich, kdy
metodami qPCR a NGS byly nitrifikaéni bakterie prokazany. Cervené objekty jsou
dikazem obarveni specifickych genii danych bakterii a lze hodnotit, ze pfitomnost
sledovanych AOB i NOB je nesporna a miize odpovidat jejich procentualnimu zastoupeni

v bakterialnim konsorciu biofilmu.
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Obr. 30 FISH analyza — zobrazeni AOB a NOB v biofilmu z nosicu XL

5.2. Vyvoj nanovlakennych struktur

V prvni fadé probéhla ptiprava PVB a PUR nanovldkennych vrstev pomoci péti
odlisnych metod elektrostatického zvlakiiovani. Polymery PVB a PUR byly vybrany na
zakladé dlouhodobych zkusenosti a odborné literatury (Chen et al. 2009; Wang a Wang
2012). Pripravené nanovlakenné vrstvy byly dikladné analyzovany pomoci nékolika

modernich metod a tim byl vytvofen urcity postup pro analyzu nanovlakennych povrcht
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s cilem ziskat informace o vhodnosti pouziti daného materialu pro biologické aplikace.
Na zéklad¢ podrobnych charakterizaci pfipravenych nanovlakennych vrstev byl vybran
jeden polymer jako vychozi pro piipravu dalsi prototypd nosi¢t biomasy. V dalsi fazi

prace uz byly pfipravovany a testovany jednotlivé struktury (prototypy) nosic¢t biomasy.

5.2.1. Pfiprava a charakterizace nanovlaken PVB a PUR

Prvnim cilem bylo pfipravit 2 rizné typy polymernich nanovlaken (PUR a PVB)
na riznych zafizenich za stejnych (nebo maximalné podobnych) podminek.
Ke zvlakiovani pfedem piipravenych polymernich roztokt PVB a PUR bylo pouzito
5 metod tj. “AC elektrospinning, DC elektrospinning z jehly, DC elektrospinning z ty¢ky,
technologie Nanospider™ a elektro-odstiedivé zvlakiiovani”. Timto procesem vzniklo
10 polymernich vrstev, které¢ byly podrobeny diikkladné charakterizaci, tj. skenovaci
elektronové mikroskopii (SEM), konfokalni mikroskopii (KF), fyzikalné-chemickym
metodam charakterizace a biodegradaci. Detailni obrazova analyza byla aplikovavana na
snimky ze SEM a KF. Pro obrazovou analyzu SEM snimk nanovlaken a vyhodnocovani
vlastnosti materidlt byl vytvoren vlastni software v programu Matlab. K tomuto
zékladnimu a velmi podrobnému kroku bylo ptistoupeno na zdklad¢ reSersi, kde nebyly
nalezeny detailni popisy souvislosti mezi vlastnostmi béznych polymert, jejich analyzou
a hodnocenim ve vztahu k biologickym vlastnostem dané¢ho materialu. JelikoZ vlastnosti
povrchu materialu silné souvisi s chovanim mikroorganismi v jeho blizkosti, je jeho
dikladna charakterizace nezbytna. Tento proces byl zpracovan formou odborného ¢lanku
Havlic¢ek et al. (2020), ktery obsahuje veskeré informace a shrnuti vySe popsanych

skute¢nosti.

Analyza SEM obrazu

Analyza obrazu SEM byla provedena v programu Matlab a zahrnovala celkem Sest
dilgich krokt: (1) Uprava nasnimanych vlaken a prevedeni obrazu na binarni formu
(Obrazek 31a). (2) Vady obrazu (napft. vadné pixely, lokalni zne€isténi, Sum apod.) byly
eliminovany morfologickymi operacemi (Obrazek 31b). Porozita byla vypoctena jako
soucet pixeld s hodnotou 0 (pozadi) ve vztahu k celému obrazu (tj. pozadi plus vlakna).
Velikost pora byla stanovena jako ekvivalentni primeér kruhu. (3) Byla vypoctena
vzdalenost transformace z bindrniho obrazu (Obrazek 31c). (4) Binarni obraz byl
nasledné preveden na linie o Sifce jednoho pixelu pomoci skeleton algoritmu

(Obrazek 31d). (5) Byla ziskana pouze maximalni hodnota vzdalenosti transformace (kde
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lezi centrélni pixel skeletonu). Stupen neuspotadanosti (linearita/zaktiveni) byl definovan
jako pomér délky vldkna pieklenujici dva vybrané body k nejkratsi vzdalenosti mezi
témito dvéma body, vypocteny jako minimalni Feretiv pramér. (6) Jako posledni krok
byl kazdy definovany parametr na vysledném obrazu (Obrazek 31e) podroben statistické
analyze a byly vyneseny histogramy distribuce parametrti vldken (ptiklad hodnoceni

priméru vlaken je na Obrazku 31f).
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Obr. 31 Postup analyzy obrazu snimkii ze SEM dle textu vyse

Vysledky analyzy SEM snimki u jednotlivych zvlaknovacich metod jsou graficky
znazornény na obrazku 32. Primér vldken ovliviiyje strukturu celé nanovlakenné vrstvy.
Nejtenc¢i vlakna byla ziskana pouzitim jehlové elektrody — polymer prochazi tizkym
prostorem na vystupu ze zvlakiiovaci elektrody a tim dochazi k tvorbé jemnych
polymernich proudut. Jakékoli snizeni vnitiniho priméru jehly zvySuje povrchové napéti
roztoku a ma za nasledek tvorbu mensi kapicky, coz zplisobuje snizeni zrychleni trysky.
Vldkna s maximalnim primérem byla pfipravena odstfedivym elektrostatickym
zvlaknovanim, které je obecné povazovano za nejméné ,kontrolovatelnou® metodu,
protoze rota¢ni pohyb zvlédknovaci trysky ovliviiuje pocatecni tvorbu vlaken a zplsob
jejich shromazd’ovani na kolektoru. Jiné zpiisoby zvldknovani nevykazovaly vyraznou
zménu prumeéru nanovlaken.

Vysledky (Obrazek 32) ukazaly, Ze sniZzeny pramér vlakna odpovidal vyssi celkové
délce nanovlaken na dané plose. Nejniz§i celkova délka nanovlaken (na 1 pm?) byla
ziskdna pomoci odstfedivého elektrostatického zvlakinovani, coz odpovida nejvyssimu

priméru vladkna vytvofenému touto metodou. Vysledky analyzy obrazu indikuji, Ze
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pfi¢ina tohoto jevu byla vysoka rychlost ,stfihu® vldken béhem jejich uklddani na

kolektor. Ostatni metody produkuji mnohem vyssi celkové délky nanovlaken na jednotku

plochy.
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Obr. 32 Vysledky analyzy mikroskopického obrazu SEM pro (a) prumeér vldken
(v nanometrech), (b) délka viiken (v nanometrech na 1 um?®), (c) porovitost vidken
(v procentech), (d) stupen neusporadanosti (bez jednotek), vSechna data jsou zobrazena

Jjako primeérné hodnoty se standardni odchylkou

Velikost pord, distribuce porti, objem pérl, propojeni porti a tvar porit jsou
rozhodujici pro mnoho aplikaci, ptedevs§im v biologickych oblastech. Vysoka porovitost
a velka specifickd plocha v nanovldkennych vrstvach jsou velmi atraktivni pro
imobilizaci biomolekul a MO. V disledku toho jsou vhodné pfipravend nanovlédkna
vhodna pro rizné biologické aplikace (Kenry a Lim 2017). Kombinace vysoké porozity
a malych pérti umoznuje propustnost pro kyslik a vodu a adsorpci tekutin. Velikost pora
zvlaknovani (Obrazek 32), dalsi metody vedly k velikosti pord od 550 do 1250 nm
a porozité¢ 45—65 %. Vyssi porozita u AC elektrospinningu je dana principem vzniku
nanovlakenné vlecky, kterd se utvaii odliSnym zptisobem nez u DC metod. Vldkna jsou

Z této metody vice jemna a volny prostor mezi vlakny je patrny na prvni pohled. Podobné
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je tomu u odstredivého zvlaknovani, kde zpisob ukladani nanovlaken taktéz poskytuje
vrstvy s vétsim mezivlakennym prostorem.

Vyhodnoceni stupné neuspotadanosti (resp. kiivosti) ukazalo zna¢ny vliv zvolené

cvwr

Cv v

vysledek nam poskytuje urCité potvrzeni korektnosti obrazové analyzy. Z logiky véci
totiz vyplyva, Ze metoda odstiedivého zvladknovani bude poskytovat nanovlakna
s vysokou linearitou, jelikoz jsou vznikajici nanovldkna ukldddna v jednom sméru
(rota¢ni pohyb). U ostatnich metod se retence vlaken ukazala jako velmi ndhodné a byla
ovlivnéna podminkami prostiedi a nastavenim parametrti metod.

Vyznamny vliv na strukturu pfipravené vrstvy ma zpiisob ukladani vznikajicich
nanovlaken na kolektor (tj. druh pohybu vldken) a rychlost pohybu vlaken, tj. pfi
pomalej$im letu (viz. metoda AC) jsou vldkna s vétsi pravdépodobnosti kroucena
a nerovnomérné (chaoticky) rozmisténa. Tento jev je ovliviiovan pfedevsim fyzikalnim

principem metody, zvolenym napétim a piipadné pritokem polymeru elektrodou.

Konfokalni mikroskopie

Chovani bun¢k na polymernich materialech (napt. adsorpce a proliferace) zavisi do
znatné miry na povrchovych vlastnostech materidlu, vcetné smacivosti,
hydrofility/hydrofobicity, chemickém slozeni, distribuci povrchového naboje, tuhosti
a zejména drsnosti povrchu. V této praci byly pomoci konfokalni mikroskopie stanoveny
tfi parametry drsnosti povrchu, konkrétné primérnd drsnost povrchu, maximalni vyska
a koeficient Spicatosti vlaken (na zaklad¢ ISO 25178). Primérna drsnost povrchu (,,Sa“,
v um) je rozptylovy parametr definovany jako primér absolutnich hodnot pro povrch nad
a pod stfedni rovinou v oblasti vzorkovani. Maximalni vyska (,,Sz*, v um) je primér
vySkovych rozdili mezi péti nejvyssimi vrcholy a péti nejniz§imi propadlinami. Primér
Spicatosti (,,Sku®, bezrozmérna velicina) je metfitkem ostrosti distribuce vysky povrchu.
Tento parametr charakterizuje rozlozeni vysky povrchu.

Hlavni rozdil mezi nanovldkennymi strukturami PUR a PVB zriznych
zvlaknovacich metod byl v drsnosti povrchu (Obrazek 33 a 34). Ve vétSiné piipadi mél
PUR hladsi povrch (méné€ vhodné pro rist MO), coz mtze byt dano jeho specifickymi
vlastnostmi (viskoelasticky a vykazuje slabsi intramolekulérni sily). Naproti tomu PVB

je amorfni termoplasticky polymer, jehoz nanovldkenna vrstva vykazovala drsnéjsi
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povrch, tj. nanovldkna vy¢nivala vice na povrch a netvoftila hladkou rovnomérnou vrstvu.
To bylo pravdépodobné zplisobeno vyssi pfitomnosti deformovanych nanovldken ve
vrstvé PVB v kombinaci s jejich chaotickym uspofadanim. Nejednd se tedy pouze
o plo$nou nerovnomérnost povrchu, ale o bodové vystupy (,,nano* a ,,mikro* drsnost
povrchu), které jsou dilezité pravé pro adhezi mikroorganismu k substratu (Hsu et al.
2013). Konfokalni mikroskopie i analyza SEM ukazaly, ze z DC metod maji vrstvy
Kompaktnéjsi a jemnéjsi povrchy nez z metody AC a odstiedivého elektrostatického

zvlaknovani.

d)

Tom

"« my

Obr. 33 Snimky z konfokalni mikroskopie povrchu nanovidkennych nosici PUR (a - €)
aPVB (f - J) zmetod (a, f) AC elektrospinning, (b, g) tycka (DC),
(c, h) Nanospider™ (DC), (d, i) jehla (DC) a (e, j) elektro-odstiedivé zvldkiiovani (DC);

horni vrstvy nanovidken jsou zobrazeny cervené, zatimco spodni vrstvy nanovldken jSOU
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Obr. 34 Vysledky analyzy obrazu konfokdlni mikroskopie ukazujici (a) primeérnou
drsnost povrchu (Sa), (b) maximalni vysku (Sz) a (c) Spicatost (Sku); jsou zobrazeny jako

stiedni hodnoty se standardni odchylkou
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Biodegradace PVB a PUR nanovlaken

Biologicka rozlozitelnost nanovlaken byla stanovena pomoci respirometrie (Micro-
Oxymax; Columbus Instruments Int.) na zakladé métfeni biologické spotfeby kysliku
(BSK) v pritomnosti aerobnich mikroorganismii ve vodném prostfedi, podle
EN ISO 1485. Bakterialni inokulum bylo pfipraveno odsazenim aktivovaného kalu
odebraného z Cistirny odpadnich vod (Liberec). Vzorky byly méfeny v duplikatu po dobu
28 dn.

Biodegradace obou polymerti byla obecné velmi nizka a nezavisla na typu pouzité
zvlaknovaci metody. Byla prokézana stabilita obou polymeri v inokulovaném vodném
prosttedi a na zdkladé¢ vysledki lze jako jediny, avSak nepatrny, rozdil zminit
zanedbatelné vyssi stalost PUR oproti PVB (v jednotkéch tisicin procent). Biodegradace
vSech piipravenych nosic¢a byla z makro-hlediska zanedbatelna, a tedy tyto nosice se jevi

jako vhodné pro pouzivani ve vodném prostredi.

Sumarizace

Na zéklad¢ vySe popsané charakterizace nanovldken PVB a PUR byla pro piipravu
nosi¢e vybrdana PVB nanovlékna piipravena metodou Nanospider™ jako nejvhodngjsi
material z hlediska predikované proliferace bun€k, naro¢nosti ptipravy a ekonomickych
parametri. Vyrobni cena vrstvy PVB nanovlaken vyrobené timto zptsobem se pohybuje
v fadech korun za 1 m? Navic, nanovlakna PVB piipravena timto typem zvlakiovani
maji vhodné strukturalni vlastnosti a pfiprava zvlaknovaciho roztoku je velmi snadna
(prosté rozpusténi polymeru PVB v etanolu v daném poméru). Porozita na urovni 45 %
u PVB je pfijatelnd pro osidlovani bakteriemi a zaroven neni pfili§ velkd, aby se
mikroorganismy dostavaly hluboko do vnitini struktury, kde se znacné€ snizuje kontakt
s polutanty a akceptory elektroni a dochazi k nahromadéni neaktivniho biofilmu

(balastu).

5.2.2. Testovani plosnych nanovlakennych struktur PVB

V tomto experimentu byly testovany jako nosi¢e biomasy nanovlakenné vrstvy
PVB (vybrané na zakladé pfedchoziho testovani) umisténé v nerezovych rameccich (byla
pouzita 5000 mm? efektivni plocha na 1 L média reaktoru). Bioreaktor s vybranymi PVB
nosic¢i (Obrazek 35) byl v provozu 2 mésice, béhem n¢hoz byl sledovan nartst biofilmu

na nosi¢ich, resp. aktivita mikroorganismii, odebranych v kvadruplikdtu v kazdém
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odbéru. V tomto ptipadé se nejednalo o MBBR reaktor, jelikoz nosice byly po celou dobu
experimentu stacionarni. U&innost nitrifikace byla v tomto piipadé vyssi nez 95 % (opét

sledovano na zédklad€ pribéznych chemickych analyz) a utvofend biomasa byla silné

prisedla na nanovldkenném povrchu.
=

Obr. 35 Fotografie experimentdlnich nanovlakennych nosicit biomasy, pred umistenim

do reaktoru

Na vSech vzorcich PVB nanovldken odebranych z bioreaktoru bylo celkové
bakterialni oziveni na vysoké urovni. V prubéhu experimentu byl na v§ech nanovlaknech
detekovan v nizkém mnozstvi funkéni gen kodujici klicovy enzym oxidace amoniaku
(amoA) specificky pro AOB Nitrosomonas. Napodobné bylo mnozstvi funkénich genti
specifickych pro NOB Nitrobacter (NxrB1, nxrA) na vSech nanovlaknech v pribéhu
experimentu velmi nizké az na mezi detekce. Markery specifické pro NOB Nitrospira
(nxrB, NSR) byly, na rozdil od NOB Nitrobacter, detekovany jiz ve velkém mnozstvi na
vSech nanovldknech od prvniho odbéru. Nartst celkové a testované specifické bakterialni
biomasy na jednotlivych nanovldknech v priibéhu experimentu byl vyjadien pomoci
relativni  kvantifikace (Obrazek 36), kde referenénim vzorkem byla nanovldkna
z 1. odbéru, tj. 14 dni od zanofeni nanovlaken. V piipade specifického funkéniho genu
amoA (AOB Nitrosomonas) byl pozorovan postupny narist v prib&éhu experimentu
u vSech nanovlaken, stejné tak v piipadé NOB Nitrospira (NSR, nxrB). V prubéhu
experimentu se testovand bakteridlni biomasa vyrazné nemeénila, coz indikuje, Ze
Vv 1. odbéru byl na povrchu nanovldken jiz stabilni biofilm. Mnozstvi testovanych

markerd se vyrazné neliSilo mezi jednotlivymi kvadruplikaty.
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Obr. 36 Relativni kvantifikace celkové a specifické bakterialni biomasy na jednotlivych

kvadruplikdtech v pritbéhu experimentu

Vysledky FISH analyzy posledniho odbéru potvrzuji zavéry z qPCR analyzy.
Ze snimkl (Obrazek 37) je patrné nizké celkové mnoZstvi AOB ve vzorcich. Naopak
znacné zastoupeni cervené barvy k zelené (EUB) ve snimcich je pro NOB, kdy jednotlivé
kvadruplikaty se pfili§ nelisi. V tomto experimentu bylo prokazano, ze NOB mély
dominantni zastoupeni v nitrifikacnim procesu a redlna situace neodpovidala teoretickym
predpokladim, podle kterych by mély v systému pievazovat AOB (Yao a Peng 2017;
Seuntjens et al. 2018).

‘| ‘-',' ‘"q ‘h

NOB

Obr. 37 Ukdzka snimkit z FISH analyzy posledniho odbéru, z kazdé sady snimkii byl
vybran jeden od kazdého z kvadruplikatu pro AOB (nahove) a NOB (dole)
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Biofilm spolu snosi¢i byly podrobeny respirometrickému méfeni (po
dvoumeési¢nim testovani v biologickém reaktoru). Vysledky rychlosti spotifeby Oz
(Obrazek 38) ukazovaly dobrou aktivitu nitrifika¢nich bakterii oproti blanku (pouze
médium bez inokula). S ohledem na slabou vrstvu biofilmu, celkovou plochu (25 000
mm?/l) a stacionarni povahu nosi¢ti byla G¢innost tohoto systému znaéna, coz bylo
potvrzeno stanovenou koncentraci NH4™-N ve vzorcich po ukonceni respirometrie, ktera
byla nizs$i nez 1 mg/l (na zacatku testu bylo davkovano 10 mg/l NHs*-N). Nanovlakenné
nosic¢e nevykazovaly po ukonCovéani experimentu viditelné poskozeni, tj. struktura se

z makro-pohledu nezménila oproti piivodnimu stavu.

Rychlost spotieby O, - pfi ukonéeni experimentu
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Obr. 38 Rychlost spotieby kysliku pri zavérecném testovani PVB nosicii na respirometru

v kvadruplikatu

5.2.3. Modifikace plosné nanovlakenné struktury

Vyvoj prototypu nanovldkenného nosice biomasy probihal na ziklad¢ vysledki
a diskuzi vSech predchozich experimenti. Pozornost byla zaméfena na vyvoj
nanovladkenného nosice biomasy pro post-treatment systémy c¢iSténi odpadnich vod.
Takovy nosi¢ musi spliiovat nasledujici pozadavky — mechanicky stabilni, ekonomicky
nenaro¢ny na vyrobu, co nejvice usnadituji adhezi nitrifikanich bakterii na povrch nosice
a setrvani biomasy na nosi¢i Vv prub¢hu procesu. Kviuli mechanické stabilizaci, coz je
zdsadni otdzka v pfipad¢ pouziti nanovldkennych struktur pro naméhané
biotechnologické procesy, byla nanovldkennd PVB vrstva vyztuzena silikonovou
miizkou (Obrazek 39). Aplikace miizky byla oboustranna a byla pouzita metoda tepelné

laminace.
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Obr. 39 Nové vyvinuty nanovilikenny nosi¢ biomasy mechanicky stabilizovany

silikonovou mrizkou pred a po biologickém testovani

Nosi¢ byl testovan v biologickém reaktoru za stejnych podminek jako nosice
v pfedchozim experimentu. Vysledky respirometrie ukazaly na lepsi aktivitu biofilmu
nanovlakennych nosicl, nez byla u komeréné€ dostupnych AnoxKaldnes K3. Zasadni jsou
vSak vysledky molekularn¢ genetickych testt, konkrétné NGS analyzy (Obrazek 40),
které stanovily hojnost nitrifikacnich bakterii na dobré trovni, avSak na nizs§i nez u nosict
nestabilizovanych. Biofilm na mechanicky stabilizovanych nosicich tedy vykazoval
zna¢nou aktivitu a byl hojné osidlen nitrifikacnimi bakterie, av§ak méné neZ u ploSnych
struktur bez stabilizace. Metoda tepelné laminace méni strukturu povrchu a to tak, ze
dojde ke zmenseni pért a zaroven ke snizeni drsnosti povrchu, coz je nezadouci. Vyuziti
tohoto prototypu nosice je tedy vhodné&jsi spiSe pro jiné, specidlnéjsi biotechnologické
aplikace. Jiz jsou testovany tyto nosi¢e Vramci projektd zaméfenych na praci
s mikroorganismy rtuznych druhd a predpoklada se jejich dalsi rozvoj. Pro dalsi vyvoj
nanovlakennych nosicli pfinesl experiment stimto typem nosi¢e fadu dulezitych
poznatk a to pfedevsim, Ze nanovldkenna vrstva musi v idealnim pfipadé ziistavat ve své
piivodni formé&, aby byl plné vyuzit jeji potencial. Rada modifikaci nanovlikennych
struktur miize vylepsit jejich mechanické a fyzikalné-chemické vlastnosti, ale nemusi byt

vhodna praveé pro adhezi mikroorganismu.

B Nitrosomonas
8% B Nitrospira

Relativni abundance

0%
NANO_1 NANO_2

Obr. 40 Relativni zastoupeni rodit Nitrosomonas a Nitrospira v biofilmu na mechanicky

stabilizovanych nosicich po dvou mésicich v bioreaktoru
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5.3. Porovnani nosi¢i biomasy

Jednotlivé struktury nosi¢t byly porovnany z hlediska jejich u¢innosti v post-
nitrifikaéni MBBR reaktoru a rlstu pfedevSim nitrifikacnich bakterii na nich.
V reaktorech bylo testovano 50 ks nanovldkennych nosicl, 20 ks mikrovldkennych
nosici a 150 ks AnoxKaldnes K3. Byla pouzita pétinasobnd plocha nosici
u AnoxKaldnes K3 nez v ptipadé¢ mikro- a nanovldkennych nosictu (pfepocet celkové
ucinné plochy nosicii v reaktoru podle jejich mnozstvi), protoze absence pori a hladka
povrchova struktura AnoxKaldnes K3 vytvaii nevyhodu pro kolonizaci mikroorganismy,
a tim také pro stabilizaci procesu nitrifikace. Vysledky experimentu byly porovnany za
ucelem vytvoreni ptehledu 0 U€innosti kazdého z nosicli a porovnani nosic¢li navzajem.
Pro mikrovldkenny nosi¢ X a AnoxKaldnes K3 byla vzata data z dfive popsaného
experimentu (popsano v kapitole 5.1) s tim, ze nanovlakenné nosice byly testovany za

stejnych podminek.

5.3.1. Popis porovnavanych nosicti biomasy

Byly testovany tii rizné nosi¢e biomasy (Obrazek 41) — vrstva nanovlaken, 3D
mikrovlakenna struktura a komeréné dostupny nosi¢ AnoxKaldnes K3. Podrobnou
charakteristiku AnoxKaldnes K3 lze nalézt v ¢lanku Barwal a Chaudhary (2014).
Nanovlakenné nosice byly pfipraveny elektrostatickym zvlakiovanim 10% roztoku
polyvinylbutyralu (Mowital B 60 H, Kuraray) v etanolu pomoci technologie
Nanospider™. Pii presné definovanych parametrech procesu (T = 22 °C, vlhkost = 15 %)
byla zvlaknéna vrstva o plo§né hmotnosti cca 20 g/m?. Primér nanovlaken byl 387 nm
a pramérna porozita mezi vlakny byla pfiblizn¢ 45 %. Vrstva byla nafezana na ¢asti
o rozmeérech 3,5 x 3,5 cm, které byly pouzity jako nosic¢e biomasy. Nanovlakenny nosi¢
lze stabilizovat riznymi metodami, jako je fixace v nerezovych rdmech nebo laminace
unikatni silikonovou miizkou. Pro tento experiment byla vsak pouzita nestabilizovana
nanovladkenna vrstva. Zastupcem mikrovldkenné struktury byl nosi¢ X (popis viz.

kapitola 5.1.1.), ktery byl jednim z vyvojovych prototypti mikrovldkennych nosica.
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Obr. 41 Fotografie nosicit biomasy (zleva): mikroviikenny nosi¢ X, AnoxKaldnes K3

a nanovlakenny nosic

Tab. 13 Parametry testovanych nosicii biomasy

Efektivni Efektivni Velikost porit
Nosi¢ povrchova plocha  Hustota [kg/m®]  specifické plocha [mm]p
[mm?] [m2/m?3]
Nanovlakenny 2450 1150 12 000 0,000697
Mikrovlakenny 5000 1350 500 3,5
Anoxtealdnes 3500 980 500 .

5.3.2. Vyhodnoceni chemismu reaktort

Namétené koncentrace CHSK a sloucenin dusiku spole¢né s hodnotami pH
Vv jednotlivych bioreaktorech jsou uvedeny v tabulce 14. Koncentrace NHs-N v modelové
vodé (spolecna pro vSechny reaktory) se pohybovala mezi 8 a 16 mg/l a v odtoku
z kazdého reaktoru byla typicky mensi nez 0,5 mg/l, coz ukazuje na vice nez 95%

uéinnost nitrifikace.

Tab. 14 Hodnoty analyz odtokii z reaktoru

Reaktor s nanovlakennymi nosici

Nefiltrovand  Filtrovana NO,-N NOs-N NH4-N

o S g Mo gl [mg/ PH
3 175,0 23,3 0,24 10,5 0,12 65— 75"
7 130,0 23,1 0,01 13,0 0,06 7,4
14 23,4 6,8 0,28 11,0 0,60 7,6
21 23,3 14,5 0,01 12,1 0,05 6,3 > 75"
28 28,8 6,8 0,12 10,7 0,33 6,9
35 28,9 13,8 0,07 11,3 0,51 7,7
42 21,2 11,5 0,09 13,1 0,57 6,1 > 75"
49 20,9 8,5 0,06 11,6 0,06 6,0 > 7,67
56 9,7 7,1 0,06 13,0 1,40 7,4
64 9,6 7,0 0,06 10,7 0,02 5776
71 9,9 9,9 0,10 16,8 0,66 7,8
85 12,8 11,5 0,03 111 0,05 58 > 76"
92 12,0 11,3 0,08 13,2 0,03 7,5
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Reaktor s mikrovlakennymi nosici

Nefiltrovana  Filtrovana NO-N NOs-N NH4-N

Den (}:Z/'T]C C[:Z/KI]C mg/ll  [mgM]  [mg/l] PH

3 109,0 29,0 0,22 11,2 0,22 7,2

7 92,3 25,1 0,02 32,7 0,06 7,6

14 61,4 15,7 0,16 12,1 0,56 6,375
21 21,4 21,1 0,01 14,9 0,06 6,9

28 22,2 16,2 0,19 12,4 0,29 7,6

35 74,0 20,5 0,32 12,7 1,19 6,1 >75"
42 16,9 9,4 0,16 14,7 0,76 59576
49 17,9 10,3 0,09 12,2 0,05 7,4

56 6,3 6,3 0,06 13,5 1,81 58 —>7,6"
64 6,4 6,2 0,03 11,2 0,02 79

71 10,0 9,9 0,07 18,0 0,21 57576
85 17,7 15,5 0,14 11,5 0,06 7,4

92 17,1 15,6 0,18 14,1 0,03 75

Reaktor s AnoxKaldnes K3 nosic¢i
Nefiltrovana Filtrovana
Den CHSKer CHSKer 'E'r%”';' 'E'rg;”';' IEIr:S/II]I oH
[mg/1] [mg/1]

3 176,0 20,0 0,33 115 0,12 7,2

7 62,2 13,7 0,01 111 0,02 1,7

14 25,0 10,1 1,28 8,5 1,53 6,975
21 23,5 18,6 0,01 12,1 0,06 7,0

28 18,7 8,2 0,18 11,9 0,13 7,7

35 31,4 13,0 0,24 11,7 0,19 6,5—>75"
42 48,7 9,1 0,02 16,1 0,10 6,7—>7,6"
49 15,8 15,5 0,07 12,0 0,03 75

56 14,1 11,1 0,04 14,7 0,18 6,1 > 7,6
64 13,9 10,8 0,03 10,7 0,01 7,9

71 12,6 12,5 0,05 16,2 0,21 5976
85 15,3 15,0 0,25 11,3 0,07 75

92 14,9 14,8 0,04 14,4 0,02 7,6

* pH upraveno pridanim NaOH

Ustéleny stav kazdého z reaktori byl charakterizovan kombinaci n€kolika faktort:
(1) hodnoty NHas-N v odtoku byly niz$i nez 0,5 mg/l poté, co byla hodnota nefiltrované
CHSKGcr v reaktoru nizsi nez 25 mg/l; (2) byl viditelny nardst biofilmu na nosic¢ich; (3) pti
respirometrickém méfeni byla aktivita bakterii v biofilmu jiz méfitelna. Tento stav nastal
mezi 14 a 21 dny po spusténi bioreaktort. V urcitych fazich experimentu byly hodnoty
sledovanych koncentraci dusikatych slouc¢enin nad nebo pod limitnimi hodnotami, coz
negativné neovlivnilo vysledky experimentu. Jednotlivé hodnoty chemickych analyz
reaktord jsou uvedeny niZe a na jejich zéklad€ lze usoudit, Ze podminky dosazené pfi
testovani nosict byly u vSech reaktorti velmi blizké. Nitrifikace tedy probihala bez
zaznamenanych problémd, a proto miizeme vysledky analyz biofilmu (Tabulka 14)

povazovat za relevantni pro vyhodnoceni ti€innosti testovanych nosicli biomasy.
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5.3.3. Vysledky respirometrie

Na konci respirometrickych testi byla naméfend koncentrace amoniakélniho
dusiku v lahvich vzdy nizsi nez 0,5 mg/I, tj. nitrifikace u v§ech nosi¢i probihala s vysokou
ucinnosti jiz od prvnich testd. Nejucinnéjsimi nosi¢i z hlediska metabolické aktivity
biofilmu na jejich povrchu (viz. Obrazek 42) byla mikrovlakna, kde velky vnitini prostor
nosi¢li umozinuje vysokorychlostni zachyceni biomasy ve struktufe nosice a tim se
zvySuje rychlost tvorby a stabilizace pfirozené¢ho biofilmu. Jednotlivé faze vyvoje
biofilmu jsou podrobné popsany v ¢lanku di Biase et al. (2019) a jsou patrné z vyvoje
naméfenych dat, tj. pocatecni rychly nastup aktivity biofilmu nasledovany poklesem
a dalSim nartstem béhem nékolika tydnl. U mikrovldkennych nosict vak byly vysledky
respirometrie pii prvnich méfenich pozitivné ovlivnény pfitomnosti zachycené
suspendované biomasy z faze inokulace. Znac¢nd velikost vnitintho meziprostoru
zpusobuje pocateéni vysokorychlostni zachyceni suspendovaného kalu, coz vede
K rychlému nartstu pocate¢ni biomasy a ne zcela srovnatelnym vysledkim (s jinymi

nosiéi) pied dosaZzenim ustaleného stavu (Ahmad et al. 2017b).
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Obr. 42 Prehled vybranych respirometrickych dat ukazujicich vyvoj aktivit biofilmu na

Jjednotlivych nosicich biomasy

Nanovldkenné nosic¢e vykazuji vyznamnou uc¢innost i pfi relativné nizkém plnéni
a menSim vnitinim prostoru. Jejich jedinou nevyhodou je mechanickd nestabilita
V provzdusiiovaném systému a del$i doba stabilizace biofilmu na povrchu. Pomaleji se
tvorici biofilm je vSak k povrchu nosi¢e pfichycen mnohem pevnéji neZ u nosice
z mikrovlaken nebo AnoxKaldnes K3. Stabilita biofilmu je tak na nanovlakenném nosici
po urcité dobé velmi vysokd (biofilm je pevné fixovadn na povrchu nosice). U dat
z respirometrie  (Obrazek 42) Ize pozorovat pomaly narGst aktivity biofilmu
u nanovldkennych nosi¢ii, a naopak rychly nastup aktivity u mikrovlakennych nosicu.
Je v8ak obtizné odhadnout (v ptipadé mikrovldkennych nosicit), kdy se jedna pouze
0 aktivitu zptisobenou ¢istym biofilmem (nikoliv suspendovanou biomasou zachycenou
na nosici). Lze sledovat postupnou konvergenci hodnot aktivit mikro- a nanovlakennych
nosicu.

Jiz bylo prokazéano, Ze nosice AnoxKaldnes K3 funguji, ale jsou mén¢ G¢inné nez
mikro- a nanovlakenné struktury kvili del$i dobé kolonizace bakterii (nosice nemaji piilis
porézni strukturu). Zachyceni mikroorganismt a vyvoj biofilmu tak trva podstatn¢ déle.
Tato nevyhoda je zasadni v post-treatment procesech na COV (zejména u post-
nitrifikace) a podporuje tvrzeni, Ze nosice s vysokou drsnosti povrchu a definovanou
porovitosti jsou pro tyto procesy mnohem vyhodnéjsi (Ahmad et al. 2017b; Al-
Amshawee et al. 2021).

74



5.3.4. Vysledky molekularné genetickych metod

Metodami molekularni genetiky bylo interpretovano zastoupeni sledovanych
bakterialnich kment ve vzorcich. Tato reprezentace koreluje s riznymi parametry, véetné
provozni faze reaktoru, rustu biofilmu, prostiedi, vlastnostmi nosice a schopnosti detekce.
Metoda gPCR byla pouzita predevsim pro vzajemné porovnani vzorkil nosi¢t biomasy
a NGS k urceni bakterialniho konsorcia ve vzorcich. K ovéteni ptitomnosti sledovanych

nitrifika¢nich bakterii se pouzila metoda FISH.

gPCR analyza

Vysledky analyzy qPCR jsou interpretovany ve formé grafu primérnych hodnot Ct
(Obrazek 43) a relativni kvantifikace (Obrazek 44) pomoci metody delta Ct (Schmittgen
a Livak 2008). V nasledujicim textu vyraz "hodnota Ct" znamena primér duplikatu
hodnot Ct; v ptipadé¢ duplikitu vzorkil, tedy nosic¢li biomasy, se rozumi pramér Ctyf
naméfenych hodnot Ct. Interpretace vysledkli analyzy qPCR je zaloZena na inverzni
proporci. Napiiklad nizsi hodnoty Ct ziskané pomoci markeru U16SRT odrazi vétsi
koncentraci bakterialni biomasy ve vzorku. Maximalni mozna hodnota Ct je 40
a odpovida nulové detekei.

U vSech vzorkli z prvniho a druhého odbéru byla celkova bakteridlni vytéznost
vysoka. Ve druhém odbéru doslo k mirnému poklesu U mikrovlakennych nosict
a v médiu, coz je zpusobeno eliminaci suspendovaného kalu béhem vyvoje biofilmu na
nosicich. U nanovlaken a nosi¢l AnoxKaldnes K3 byla adheze suspendovaného kalu od
zacatku procesu minimalni, proto se celkové hodnoty bakteridlniho zastoupeni po delsi
dobu nezménily. VSechny testované markery specifické pro nitrifikaci byly detekovany

ve vSech vzorcich.

10 . . . . Missic1  Misic 3
g 15 i = i i : : ] Bl Suspenze
£ Hn El i ll | . 3 Mikrovlskna
2 2 el (&= i E=ll el B2 | B AnoxKaldnesK3
5 H Wl E | ! g ! E g ' E [ | O Nanoviikna

Obr. 43 Primerné Ct hodnoty testovanych biologickych markerii pro jednotlivé vzorky
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Porovnani mnozstvi celkové a specifické bakteridlni biomasy mezi jednotlivymi
vzorky nosict biomasy z duplikatu je vyjadieno relativni kvantifikaci (Obrazek 44), ktera
popisuje relativni zménu mnozstvi daného markeru vzhledem k referen¢nimu vzorku, coz
je v tomto piipadé médium z reaktoru (suspenze byla ziskana filtraci 500 ml média
z reaktoru). Relativni kvantifikace referen¢niho vzorku je rovna 1. Pfi prvnim odbéru
vzorkt (Obrazek 44, mésic 1) byla cetnost NOB Nitrospira (NSR, nxrB) vyssi na vSech
nosi¢ich biomasy nez v médiu z reaktoru. Naopak mnozstvi funk¢éniho genu AOB
Nitrosomonas bylo na nosi¢ich biomasy niz§i nez v médiu. Mnozstvi NOB Nitrospira
(NSR, nxrB) bylo o néco vyssi na AnoxKaldnes K3 a nanovlakennych nosi¢ich nez na
mikrovlakennych nosiéich v prvnim vzorkovani. Mnozstvi AOB Nitrosomonas a NOB
Nitrobacter bylo vyssi na mikrovlakennych nosic¢ich v porovnani s nosi¢i AnoxKaldnes
K3. Pfi druhém odbéru vzorkt (Obrazek 44, mésic 3) lze po tfech mésicich provozu
pozorovat vyrazng vétsi rozdily v mnozstvi celkové a specifické bakterialni biomasy mezi
médiem z reaktoru a nosi¢i biomasy, zejména nosici z nanovlaken. Tento jev je zptisoben
niz§im odlu¢ovanim biomasy z nosi¢t v pokrocilé fazi provozu bioreaktoru — stabilizace
biofilmu. MnoZzstvi celkové bakteridlni biomasy a AOB a NOB bylo vyznamn¢ vyssi na
nosi¢ich nez ve 500 ml média; nejvyssi bylo na nanovlakennych nosicich. Stejné jako
V prvnim vzorkovani mély nosi¢e AnoxKaldnes K3 nizs§i vyskyt AOB Nitrosomonas
avyssi vyskyt NOB Nitrospira nez mikrovlakenné nosi¢e ve druhém vzorkovani.
Celkové bakterialni oziveni bylo tiikrat vyssi na nanovldkennych nosi¢ich nez na
AnoxKaldnes K3. Soucasné¢ bylo mnozstvi NOB Nitrospira 2,5-krat vyssi na
nanovlakennych nosicich; tj. pomér NOB Nitrospira k celkové bakterialni biomase je

pravdépodobné vyssi u nosict AnoxKaldnes K3 neZ u nosict z nanovlaken.
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Obr. 44 Relativni kvantifikace celkové a specifické bakterialni biomasy na nosicich

vzhledem k médiu reaktoru v prvnim (1. mésic) a druhém (3. mésic) odbéru

Porovnani aktivit biofilmu ziskanych z respirometrickych méteni (viz Obrazek 42)
a poctu jednotlivych nitrifikantli ve vzorcich ukazuje, ze pro rust bakterii jsou dulezité
parametry nosice jako je povrchova morfologie, typ materialu, porozita a dalsi specifické
vlastnosti (Al-Amshawee et al. 2021; Bhattacharya a Mazumder 2021). Jak je z vysledkt
patrné, vyssi aktivita, tedy 1 vy$§i mnoZstvi biofilmu na mikrovldkennych nosi¢ich
neznamena vyss§i pocet nitrifikacnich bakterii v biofilmu. U mikrovlakennych nosict
muze byt celkova aktivita (spotfeba O2) zvySena vlivem endogenni respirace, ktera
vyplyva zvy$§iho mnoZstvi biomasy ve struktufe nosiCe. Pfesto vSak vychézeji
mikrovlakenné nosi¢e na zakladé vysledki respirometrie jako nejlepsi z hlediska
mnozstvi narostlého nitrifikujiciho biofilmu. Porovnani mezi vzorky jasné ukazuje, Ze
nejvice je patrny rust nitrifika¢nich bakterii na nanovldkennych nosi¢ich zpisobeny velmi
vhodnym prostfedim ("nano" drsnost povrchu s vhodnou porozitou, morfologie vnitini
struktury, povrchovy naboj atd.), které tyto materialy poskytuji bakteriim. V tomto
ohledu lze uvazovat i o afinité, kdy morfologie nanovldkenné struktury je podobna
mezibunééné hmotg, jeZ je tvofena mikroorganismy a tvori soucast biofilmu (Rasouli et
al. 2019). Vysledky jednozna¢né ukazuji, ze mikro- a nanovlakenného nosi¢e budou

vhodné pro odlisné aplikace (viz kapitole 6).

NGS analyza
Na zaklad¢ slozeni bakterialniho konsorcia (Obrazek 45) analyzovaného metodou

NGS byl ziskan piehled o konkrétnich nitrifika¢nich bakteriich a dalSich bakterialnich
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kmenech, které mohou ovlivnit funk¢nost a stabilitu biofilmu. Mnoho studii prezentuje
taxonomicka data na urovni kmene nebo tfidy, ale tato klasifikace neni dostate¢na pro
spravné posouzeni funkcnosti jednotlivych bakteridlnich zastupct (Sanz a Kochling
2019). V této praci jsou bakterie definovany na urovni rodu, kde miZeme bezpecné
hodnotit funkci jednotlivych zastupct bakterialniho konsorcia v biofilmu.

Obrazek 43 ukazuje vysledky NGS analyzy pro oba odbéry ve formé tzv. Krona
grafil. Nalezené mikroorganismy se b&zné vyskytuji v biofilmovych systémech COV, coz
ukazuje na vhodné zvolené podminky béhem inokulace a pfi provozu laboratornich
modell. Vyvoj AOB a NOB je patrny z grafti u vSech typtl nosici biomasy. Rozdil ve
struktufe nosi¢e vSak hraje vyznamnou roli v mikrobialnim slozeni (Chen et al. 2021).
Nitrosomonas vykazaly znatelng&j$i vyvoj mezi 1 a 3 mésicem na nosic¢ich z mikrovlaken
a Nitrospira na nosi¢ich z nanovlaken a AnoxKaldnes K3. To naznacuje rizné
environmentalni pozadavky bakterii. Zastupci AOB (Nitrosomonas) pravdépodobné
preferuji prostfedi s hutnou biomasou a velkou aktivni oblasti. Na druhou stranu
zastupcum NOB (Nitrospira) se 1épe dafi v pomalu se tvoficim biofilmu, kde tyto bakterie
zaujimaji znacné procento v celém bakteridlnim konsorciu. Na zékladé t€chto poznatkl
Ize i nastavit podminky pro ¢aste¢nou nitrifikaci.

V celkovém zastoupeni byly v prvnim odbéru pomérné dominantni bakterie rodu
Zoogloea. Tyto bakterie mohou zptisobit ojedinélé zooglealni bobtnani kalu (pii vyssich
Vv reaktoru objevuji v prvnich tydnech (An et al. 2016). Zoogloea muze vylucovat
extracelularni polymerni latky a hlavnimi slozkami jejiho povrchu jsou bakterialni
lipopolysacharidy. Diky tomu mliZze snadno vytvatet velky shluk bunék a pfichycovat se
k povrchu nosi¢t biomasy (Guo et al. 2019). Na zakladé mnozstvi bakterie Zoogloea ve
vzorcich mizeme usuzovat na piitomnosti suspendovaného kalu na nosi¢ich a jeho
postupnou eliminaci pfirozenym biofilmem, kde Zoogloea jiz nema divod se vyskytovat
(v nitrifika¢nim reaktoru nema substrat) (Wang et al. 2019; Guo et al. 2019). Jak ukazuji
data NGS analyzy, nejvyssi zastoupeni této bakterie je v piipadé prvniho odbéru vzorkt
na mikrovldkennych nosi¢ich a nejmén€ na nosi¢ich AnoxKaldnes K3 (obdoba
nanovlakennych nosic¢i). To plné odpovida piedpokladim tykajicich se vyvoje
skute¢ného biofilmu. Po tfech mésicich od spusténi reaktoru byla pfitomnost Zoogloea
oproti ptivodnimu stavu minimalni, véetné jeji pfitomnosti v samotném reaktorovém

médiu, coz dokazuje funkcénost nosici i systému MBBR jako celku.
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Obr. 45 Vysledky NGS analyzy — sloZeni bakteridlniho konsorcia v biofilmu na

testovanych nosicich a Vv médiu reaktoru (suspenze)

Metoda FISH

FISH snimky AOB a NOB se pouzivaji k potvrzeni pfitomnosti bakterii ve vzorcich
biofilmu odebranych z nosi¢l. Ze snimkl na obrazcich 46 a 47 Ize s jistotou potvrdit
pritomnost AOB 1 NOB (oranzové objekty) ve vzorcich, kde byly detekovany nitrifikacni
bakterie metodami qPCR a NGS. Lze zhodnotit, Ze pfitomnost sledovanych AOB a NOB
je nesporna a muze odpovidat jejich procentualnimu zastoupeni v bakteridlnim konsorciu

biofilmu.
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Mikro-mésic 1-AOB AK3-mésic 1-AOB Nano-mésic 1-AOB

Mikro-mésic 3-AOB AK3-mésic 3-AOB Nano-mésic 3-AOB &

Obr. 46 Snimky z FISH — zobrazeni AOB pro individualni vzorky V jednotlivych odbérech

Mikro-mésic 1-NOB AK3-m¢ésic 1-NOB Nano-mésic 1-NOB

Mikro-mésic 3-NOB AK3-mésic 3-NOB Nano-mésic 3-NOB

Obr. 47 Snimky z FISH — zobrazeni NOB pro individualni vzorky V jednotlivych odbérech

Izolace biofilmu z nanovlakennych nosict byla velmi komplikovand, protoze, jak
jiz bylo zminéno dfive, biofilm se pevné pfichyti k nosi¢im a nelze jej béZnymi metodami
oddélit. V metodach qPCR a NGS lze biofilm analyzovat spole¢né s nosi¢em, tj. neni
nutné separovat biomasu od nosice pro izolaci DNA. Naproti tomu pro analyzu FISH lze
pouzit pouze separovany biofilm, protoze nanovldkenny materidl pii skenovani
fluorescenénim mikroskopem emituje zafeni, ¢imz interferuje s obrazovou analyzou
pfitomnosti fluorescencnich sond v biofilmu na povrchu nosice. Z tohoto divodu byla
metoda FISH pouzita pouze jako ovéfovaci metoda; tj. snimky nebyly dale

vyhodnocovany obrazovou analyzou.
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5.4. Priprava a testovani findlniho 3D mikrovldakenného nosice

Finalni podoba mikrovlakenného nosi¢e biomasy byla pievzata z piedeslého
testovani, kdy nosi¢ S (efektivni plocha 1500 mm?) vykazoval nejlepsi vysledky. Tento
nosi¢ byl modifikovan za ucelem snadnéjsi (efektivnéjsi vyroby) bez soucasné zmény
struktury ¢i vlastnosti. Jakozto findlni produkt vyvoje byl tento nosi¢ testovan
Vv poloprovozu (pilotni test). Poloprovozni testovani bylo provedeno celkem dvakrat za
obdobnych podminek s tim, ze prvni test byl proveden v mensim objemu MBBR kolony.
Shrnuti parametri a vlastnosti nosice S je uvedeno V nasledujicich vétach. Nosi¢
S (Obrazek 48) je charakteristicky sendvicovou strukturou, kdy vrchni a spodni vrstva je
z polypropylenu (POP; 3x110 dtex; skany; zdkrut 100 m™) a distance (prostiedni vrstva)
je tvotena polyesterem (PES; 0,1 mm monofil; distance 6 mm). Otvory v nosi¢i maji
velikost 3,5 x 3,5 mm. Celkova hustota nosic¢e S je mirn€ nizs$i néz hustota vody, tedy
plove na hladin€. Mechanicka stabilita je ve vodném prostiedi velmi dobra, nedochazi
K rozvolhiovani struktury ani po del§i dobé (nékolik mésicti) zanofeni v namahaném
aerovaném prostiedi biologického reaktoru. Rust biofilmu je umoznén v ramei celého
nosice s tim, Ze v ,husts$i* struktufe spodni a vrchni vrstvy se biofilm tvofi rychleji.
Distance umoziiuje proudéni média skrz nosi¢, také poskytuje prostor pro tvorbu

kvalitniho biofilmu a jejim zahu$t€énim miiZeme ménit celkovou hustotu nosice.

back side

———

spacer yarn / monofilament

Obr. 48 Fotografie zobrazujici strukturu finalni podoby mikrovidkenného nosice

5.4.1. V\yhodnoceni zatézového pilotniho testu v mensim objemu

Béhem pilotniho experimentu s nosic¢i S byla testovana a sledovéana fada parametrd,
které maji vliv na proces nitrifikace. Dlouhodoby test v realném prostiedi poskytl fadu
informaci ohledn¢ aplikace nosicli biomasy pro post-treatment procesy.

Respirometrické testy byly provedeny obdobné¢ jako v piedchozich experimentech
a pro méfeni byly pouzity taktéz 2 ks nosi¢ (15000 mm?/l). Na zakladé

respirometrickych dat (Obrazek 49) 1ze usoudit, Ze biofilm na nosicich se stabilizoval jiz
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po 3 tydnech od zanofeni do pilotniho reaktoru. To bylo zaroveil potvrzeno analyzou
chemismu reaktoru, ktery ukazoval na témét 98% odstrafiovani amoniakalni dusiku ze
systému. Jako relevantni vysledky z respirometrie lze povazovat takové, které jsou
zméfeny az praveé po ustaleni biofilmu neboli az pravy biofilm prevladd nad pouze
usazenou biomasou, ktera méfeni vyrazné ovliviiuje. Rychlost odstranovani NH4-N se
S postupem experimentu zvySovala, avSak dochazelo ik vykyviim, které koreluji
s markantni zménou teplotnich podminek (viz diskuze nize), se zménou doby zdrzeni
a vyssim zatizenim. Koncentrace amonnych iontti v médiu po ukonceni respirometrie

byla vzdy mensi nez 0,01 mg/I.
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Obr. 49 Grafy zobrazujici data z respirometrickych méreni aktivit biofilmu na nosicich

biomasy pro dané tydny (pilotni testovani)
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V ramci pilotniho experimentu byla testovana uc¢innost nitrifikace za velmi nizkych
teplot, resp. schopnost nitrifikacnich bakterii v biofilmu metabolizovat i za podminek,
které jsou pod standardnim limitem. Do reaktoru bylo jednorazové nadavkovano 10 mg/1
NH4-N a byla sledovana rychlost jeho degradace. Vysledky testa (Tabulka 15), které byly
ziskany stanovenim kinetiky procesu Vv rozmezi teplot 11-13 °C ukazuji, Ze nitrifikacni
bakterie v biofilmu jsou mnohem vice odolné€j$i vici nizkym teplotdm nez bakterie
vV bézném aktivovaném kalu. Teplota pod 13 °C zptsobuje v bézném procesu nitrifikace
(na COV) vyrazné sniZeni u¢innosti az plnou inhibici procesu, zatimco bakterie
Vv biofilmu jsou schopné i za téchto teplot eliminovat odpadni dusik s pouze mirnou
inhibici (Gnida et al. 2016). Pomalejsi pokles amoniakalniho dusiku (pokud odhlédneme

wrwe

ptidavek NHa-N do bioreaktoru.

Tab. 15 Vysledky kinetického testu — sledovani ucinnosti nitrifikace za nizkych teplot

Cas NH4-N NO2-N 02 Teplota
[ma/l] [ma/l] [ma/l] [°C]
0 8,90 - 10,5 11,2
60 min 8,45 - 10,5 11,2
120 min 8,40 - 10,5 11,2
180 min 8,05 0,28 10,5 11,3
12h 1,33 1,10 10,2 12,8
24 h <0,01 0,02 9,9 13,8

Jiz po 18 dnech provozu pilotniho reaktoru na COV byly na nosi¢ich detekovany
markery specifické pro nitrifikaci, AOB (amoA) a NOB (NSR, nxrB, Nitrob, nxrB1).
U vSech vzorkli byly detekovany vSechny testované markery specifické pro nitrifikaci
kromé& markeru funkéniho genu archealni amoA, ktery byl detekovan pouze na nosi¢ich
z 3. odbéru, a to jen na mezi detekce. Porovnani mnoZzstvi celkové a testované specifické
bakterialni biomasy na nosicich v pribéhu experimentu bylo vyjadfeno pomoci relativni
kvantifikace (Obrazek 50), jenZ popisuje relativni zménu mnozstvi daného markeru vici
referenénimu vzorku, kterym jsou v tomto pifipadé nosi¢e biomasy z 1. odbéru.
Po 51 dnech mezi 1. a 2. odbérem se na nosicich z pilotniho experimentu mirn¢ zvysilo
mnozstvi celkové bakterialni biomasy spole¢né s AOB Nitrosomonas (amoA) a NOB
Nitrospira (NSR, nxrB). V obdobi mezi 2. a 3. odbérem se na nosi¢ich znovu zvysila

abundance AOB Nitrosomonas, zatimco mnozstvi celkové bakterialni biomasy a NOB
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Nitrospira se snizilo. Mnozstvi NOB Nitrobacter (Nitrob, NxrBl) se v prubéhu

experimentu vyrazn¢ nezmeénilo.
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Obr. 50 Relativni  kvantifikace celkové a specifické bakteridlni biomasy na

mikrovidakennych nosicich SV pribéhu pilotniho experimentu viici nosicum z 1. odbéru

V pribéhu provozu pilotntho MBBR systému byl na zaklad¢ vysledki NGS
analyzy pozorovan vyrazny narist podilu nitrifikaénich bakterii, konkrétn¢ AOB
Nitrosomonas aNOB Nitrospira, na nosi¢ich zejména mezi 1.a2. odbérem
(Obrazek 51). Zastoupeni zminénych nitrifika¢nich bakterii se po 2. odbéru mirn¢ snizilo.
Ve 3. odbéru byl na nosi¢ich pozorovan vysoky podil bakterialniho rodu Limnohabitans,
ktery je schopen prvniho kroku nitrifikace, oxidace amoniaku. Dale byl ve vzorcich
nosicl z 3. odbéru zaznamenan pii velmi nizké abundanci archealni rod Candidatus
Nitrosotenuis, amoniak-oxidujici archea (AOA), ktery nebyl detekovan v ostatnich
vzorcich, coz koresponduje s vysledky qPCR analyzy archedlniho funkéniho genu
amoniak monooxygendzy (arch amoA). Kromé nitrifikacnich bakterii byly na nosicich
biomasy abundantni bakterialni rody Dokdonella, Flavobacterium, Haliangium,

Sphaerotilus a Zoogloea.
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Obr. 51 Zastoupeni mikroorganismii ve vzorcich biomasy z mikrovidakennych nosicu

SV pilotnim testu — zndzornény mikroorganismy na urovni rodu s abundanci >1 %
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Chemicka analyza, ktera probihala pribézné (kazdy den) ukazuje na vysokou
ucinnost eliminace davkovaného amoniakalniho dusiku. Hodnoty jsou zaznamenany
v tabulce a uvedeny v Ptiloze 1. K vykyviim (nizs$i G¢innost) dochazelo predevs§im pti
zmén¢ zatizeni a teploty. Doba zdrzeni byla posupné snizovana az na 1,2 h, coz je velmi

pozitivni pro u€innost post-treatment procesu.

5.4.2. Modifikace nosice S

V ramci zefektivnéni vyroby nosice a tim i snizeni jeho vysledné ceny byl proces
pleteni modifikovan tak, aby vysledna struktura byla naprosto totozna s piavodni
a zaroven se pletai'sky proces podstatné zjednodusil. Z hlediska mechanickych vlastnosti
se nosi¢ S pripraveny modifikovanou metodou nezménil, struktura byla shodna s piivodni
a pro ovéieni byl proveden laboratorni test, kde bylo sledovano osidlovani nosice
bakteriemi atvorba biofilmu. Vysledky tohoto testu zde nejsou uvedeny (z divodu
ziskani témét totoznych vysledkl s ptfedchozim testem, coz bylo cilem), avSak veSkera
data jsou dostupna u autora této prace. Test byl proveden za stejnych podminek, které
byly u testl s ptvodnimi nosi¢i S. Vysledky testd byly porovnany a bylo vydano
stanovisko, Ze zména pletatské technologie neméla Zadny vliv na finalni strukturu nosice,
a tedy ani na jeji osidlovani biofilmem se specifickymi bakteriemi. Takto vyrobena
struktura definovanou pletarkou technologii je povazovana za finalné¢ vyvinuty
mikrovldkenny nosi¢, ktery byl nasledné testovan ve velkoobjemové poloprovozni

koloné na COV Amazon (popsano nize).

5.4.3. Vyhodnoceni pilotniho testu ve vétsim objemu

Bylo pfipraveno cca 4500 ks finalnich mikrovlakennych nosict, které byly promyty
ve vodé a piipraveny pro poloprovozni test. Na COV Amazon byly ovéfeny parametry
biologického systému a byla pfipravena kolona o objemu 250 | pro dlouhodobé testovani
nosi¢u. Test byl spustén dne 19.10.2021 a je stale provozovan.

Do soucasné doby probihd métfeni chemismu reaktoru v pravidelnych ¢asovych
intervalech, kdy vysledky jsou uvedeny v tabulce v Ptiloze 2. Z dat Ize odhadnout, ze ke
stabilizaci biofilmu na nosi¢ich doSlo pfiblizn¢ tyden po zacatku davkovani NHas-N.
Vétsinou se koncentrace NH4-N na odtoku pohybuje pod 0,5 mg/l, vyjimeéné zvyseni
koncentrace na 1 mg/l je zpusobeno poruchou davkovani nebo kratkodobou zménou
slozeni odpadni vody na COV Amazon. Kyslik je konstantnim provzdusiovanim

udrzovan nad hodnotou 8 mg/l. Byly vyzkouseny i nizsi koncentrace kysliku, které
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nemély vliv na proces nitrifikace. Lze tedy pouzit slabsi aeraci reaktoru, coz miize snizit
naklady na provoz. Jelikoz byla hodnota koncentrace NHs-N na stabilni nizké urovni po
dlouhou dobu, byla postupné snizovana doba zdrzeni az na 1 hodinu. Respirometrické
hodnoceni zde slouzilo pouze pro ovéteni aktivity biofilmu na nosi¢ich a bylo provedeno
celkem dvakrat (Obrazek 52). Vysledky jsou srovnatelné s prvnim poloprovoznim testem
S tim, ze zde je rychlost odstraiovani amoniakalniho dusiku ve stejném tydnu jesté vyssi.
Aktivita biofilmu je tedy zna¢na a koreluje s vysledky chemismu reaktoru, kde se
ukazalo, ze biofilmovy systém s bakteriemi je schopny nitrifikovat s vysokou t¢innosti.
Podstatny je fakt, ze Ize timto systémem odstranit z odpadni vody amoniakalni dusik

témet na nulové koncentrace pii nizké dobé zdrzeni (viz Ptiloha 2).
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Obr. 52 Grafy zobrazujici data z respirometrickych méreni aktivit biofilmu na nosicich

biomasy pro /1. a 16. tyden provozu velkoobjemového pilotniho experimentu

Na vysledcich molekularni genetiky (qQPCR a NGS) miZeme vidét vyvoj
specifickych nitrifikanich bakterii, které zvySuji své procentudlni zastoupeni v celém
bakterialnim konsorciu v pritbé¢hu experimentu. Tento fakt jasné naznacuje, ze vyvinuté
mikrovlakenné nosi¢e podport rist téchto bakterii a tim zvysuji u¢innost post-nitrifikace.

Vysledky qPCR analyzy (tzv. Ct hodnoty) jsou interpretovany ve formé grafu
prumémmych Ct hodnot (Obrazek 53) arelativni kvantifikace (Obrazek 54).
V nasledujicim textu je pod pojmem ,,Ct hodnota® minén primér z duplikatu Ct hodnot,
Vv piipad¢ duplikatu vzorkl je minén primér ze 4 namétenych Ct hodnot. Interpretace
vétsi je mnozstvi cilové DNA ve vzorku a naopak. Konkrétné tedy v ptipadé qPCR
analyzy pomoci markeru UI6SRT, ¢im nizs§i byla Ct hodnota, tim vétsi bylo celkové
bakterialni oziveni (mnozstvi bakterialni biomasy) ve vzorku. Maximalni mozna

Ct hodnota je 40 a odpovida nulové detekci.
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Ve vsech vzorcich sendvi¢ovych mikrovlakennych nosicu typu S bylo celkové
bakterialni oziveni na vysoké trovni (viz Obrazek 53). Jiz po 55 dnech provozu reaktoru
na COV Amazon byly na nosi¢ich detekovany viechny markery specifické pro nitrifikaci,
AOB (amoA) a NOB (NSR, nxrB, Nitrob, nxrB1). Na mezi detekce byl na nosicich dale

zaznamenan marker funkéniho genu archealni amoA (arch amoA).
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Obr. 53 Primeérné Ct  hodnoty  testovanych  biologickych  markeri  u vzorku

mikrovidakennych nosicii behem provozu systéemu pilotniho velkoobjemového MBBR

Porovnani mnozstvi celkové a testované specifické bakteridlni biomasy na nosi¢ich
biomasy v pribéhu experimentu bylo vyjadieno pomoci relativni kvantifikace
(Obrazek 54), jenz popisuje relativni zménu mnozstvi daného markeru vici referenénimu
vzorku, kterym jsou v tomto piipadé nosi¢e biomasy z 1. odbéru. Po 40 dnech mezi
1. a 2. odbérem se na nosicich z pilotniho experimentu vyrazné snizila abundance AOB
Nitrosomonas (amoA), ale mezi 2.—4.odbérem se abundance AOB Nitrosomonas
postupné zvysila znovu na uroven, kterd byla zaznamenana v 1. odbéru. MnozZstvi
celkové bakterialni biomasy spole¢né s NOB Nitrospira (NSR, nxrB) a NOB Nitrobacter
(NSR) se na nosi¢ich mirné snizilo po 1. odbéru, ale v 3. a 4. odbéru bylo znovu témét
na stejné urovni jako v 1. odbéru ¢i v piipadé markeru nxrB i mirn€ vyssi. Abundance
markeru arch amoA byla v pribéhu experimentu na stejné urovni jako v 1. odbéru, az
V poslednim odbéru se mirné sniZila. Mnozstvi markeru NxrB1 se v pribéhu pilotniho
experimentu vyrazné zvysilo, coz nekoresponduje s druhym markerem specifickym pro
NOB Nitrobacter, NSR. Tento trend byl pravdépodobné zptisoben ptitomnosti funkéniho
genu nitrit oxidoreduktazy specifického pro NOB Nitrobacter v odlisném bakterialnim

rodu v biofilmu na nosiéich.
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Obr. 54 Relativni  kvantifikace celkové a specifické bakterialni biomasy na

mikroviakennych nosicii v pritbéhu experimentu vici nosiciim z 1. odbeéru

Vysledky NGS analyzy jsou zobrazeny pomoci OTU grafi (Obrazek 55-56).
Po 55 dnech provozu syst¢ému MBBR byl na nosi¢ich pozorovan velmi vysoky podil
nitrifikacnich bakterii (pfiblizn¢ 50 % ze vSech klasifikovanych bakteridlnich rodi),
konkrétné¢ AOB Nitrosomonas (1. odbér | I: 19,76 %; 1. odbér | 1l: 17,93 %) a NOB
Nitrospira (1. odbér | I: 33,55 %; 1. odbér | II: 31,83 %) — viz Obrazek 56. V mensim
podilu byl ve vzorcich detekovan AOB Prosthecobacter (1. odbér|l: 2,98 %;
1. odbér | II: 3,13 %), u jehoz zastupci byla vcetné schopnosti nitritace pozorovana
i denitrifikace (Gu et al. 2020). Dale byl ve vzorcich nosi¢ii zaznamenan pii velmi nizké
abundanci archealni rod Candidatus Nitrosotenuis, amoniak-oxidujici archea (AOA), coz
koresponduje s detekci archealniho funkéniho genu amoniak monooxygenazy
(arch amoA) v biofilmu na nosi¢ich pomoci qPCR analyzy (Sauder et al. 2018).
V pribéhu pilotniho experimentu se postupné mirné zvysil podil NOB Nitrospira
na ~40 % (4. odbér | I: 40,13 %; 4. odbér | 1I: 37,82 %). V piipadé AOB Nitrosomonas
byl v 2. a 3. odbéru zaznamenan pokles abundance na ~13 %, ale v poslednim odbéru byl
jiz podil AOB Nitrosomonas na stejné rovni jako v 1. odbéru (4. odbér | I: 21,19 %;
4. odbér | 1l: 21,07 %), coz koresponduje s detekci funkéniho genu amoniak
monooxygenazy (amoA) V biofilmu na nosi¢ich pomoci qPCR analyzy (Obrazek 54).
Po 134 dnech provozu syst¢ému MBBR byl na nosicich identifikovan navic nitrifikacni
azaroven  denitrifikacni  bakterialni rod  Sphingopyxis (3. odbér | I: 1,66 %;
3. odbér | 1l: 1,76 %), u néhoz byl detekovany markery pro nitritaci a redukci dusitant
na N2 (Chen et al. 2022). V poslednim odbéru po 190 dnech provozu syst¢ému MBBR byl
na nosi¢ich detekovan kromé¢ vyse

AOB Sphingomonas (4. odbér | I: 1,79 %; 4. odbér | 11: 1,70 %).

zminénych nitrifikacnich bakterii také
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Kromeé nitrifikacnich bakterii (Obrazek 55) byly na nosic¢ich biomasy abundantni
bakterialni rody Flavobacterium, Terrimonas, Myxococcus, Brevundimonas, SWB02,
Methylibium, Arenimonas, Luteimonas, Thermomonas, Opitutus a Prosthecobacter,
U jejichz zastupci byla prokazana schopnost denitrifikace (Liu et al. 2020a; Gao et al.
2021; Yu et al. 2021; Sarvajith et al. 2020; Pishgar et al. 2019; Tanikawa et al. 2018; Ma
et al. 2021; Wang et al. 2020b; Zhou et al. 2021; Xing et al. 2018; Cheng et al. 2022).
Bakterialni rody OLB12 a Pedobacter detekované v biofilmu nanosi¢ich jiz byly
identifikovany v nitrifika¢nich konsorciich, ale jejich uloha neni zatim znama (Li et al.
2021; Vanparys et al. 2005). Posledni dominantni bakterialni rod, ktery byl mohl hrat roli
v N cyklu odpadni vody, je Lacunisphaera — bakterie, u které byl objeven gen nrfA
kédujici cytochrom c nitrit reduktazu, coz je klicovy enzym pro redukci dusitanli na

amoniak, tzv. respira¢ni amonifikaci (Pang et al. 2022).
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Obr. 55 Relativni zastoupeni mikroorganismii v biofilmu ve vzorcich mikrovidkennych

nosici v pritbéhu pilotniho velkoobjemového experimentu — zndzornény mikroorganismy

na urovni rodu s abundanci > 1 %
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Obr. 56 Relativni  zastoupeni  nitrifikacnich ~ bakterii  ve vzorcich  biofilmu

V mikrovidkennych nosici v pritbehu pilotniho velkoobjemového experimentu
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5.5. Priprava a testovani findlniho 3D nanovlakenného nosice

Na zakladé piedchozich navrhi nosicil, jejich testovani a analyz vysledki byl
navrzen nosi¢ biomasy v podobé¢ core/shell systému (pracovni nazev ,,NBB nosi¢®), ktery
se vyznaCuje mnoha vyhodami — vlastni prostiedi nosi¢e (mikro-reaktor), ochrana
nanovlakennych materiali pied vlivy naméhanych biologickych systému a nastavitelné
parametry pro rizné typy procesu (za/bez ptistupu vzduchu). Nanovlakenné materidly
pro adhezi mikroorganisml byly vybrany na zakladé ptedchozich zkuSenosti. Celkem
byly testovany 2 rizné prototypy NBB nosice, kdy prvni prototyp s komeréné dostupnym
obalem nevyhovoval z diivodi malého vnitiniho objemu a struktufe obalu — tomuto
prototypu nebude nadale vénovana pozornost.

Jako druhy prototyp byl vyvinut a otestovan nosi¢ biomasy, kde obal (shell) tvoti
polypropylenova (PP) koule s definovanymi otvory a funkéni slozka (core) jsou
nanovldkna PVB piipravend metodou Nanospider™. Nosi¢ s pracovnim nidzvem NBB
byl navrzen pro MBBR systém, primarné na Cistirny odpadnich vod (konkrétné post-
treatment procesy).

Nanovlakenna slozka je vhodna pro navazani bakterii a jejich dalsi vyvoj. Navic,
vnitini prostfedi nosi¢e funguje jako vlastni reaktor, kde mohou probihat procesy za
jinych podminek nez v celém objemu reaktoru. Mira adheze bakterii, vyvoj a setrvani
biofilmu je dano materidlem a jeho strukturou, v naSem ptipadé¢ PVB nanovlakny, které
maji vhodny povrch, porozitu i pomér povrch/objem. Otvory PP obalu jsou navrzeny tak,
aby dochazelo k dostatetnému proudéni média dovnitf nosi¢e (tedy do prostoru

s nanovlakennou slozkou) a byly zde zachytavany a udrzovany mikro-bublinky vzduchu.

5.5.1. Vlyvoj, navrh a testovani NBB nosice

Z ptedchozich vysledkl byl jako vhodny polymer pro funkéni naplii nosice vybran
polyvinylbutyral (PVB, 20 g/m?). Polymer byl ve formé& plo§né vrstvy nastithané na
pozadovanou velikost. Obal byl navrhovan tak, aby zabezpecil nésledujici: ochranu
nanovlakenné vrstvy, snadny pritok média vnitinim prostorem nosice s nanovlakennou
vrstvou, zachyt mikro-bublin z provzdusnovaného systému, plovani v kapalném médiu
a zaroven snadné michani nosic¢li pomoci aerace. Finalni tvorba obalu probéhla pomoci
3D tisku na specializovaném pracovisti (University of Cambridge). Cely navrh nosice
(Obrazek 57) je zcela unikatni a podobny systém nebyl doposud nikde ve svété

publikovan. Prvni test probéhl s menSimi nosici, jejichz obal byl komeréné dostupny,
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druhy test potom s mnou navrzenym obalem (komeré¢né dostupny nevyhovoval

pozadavkum, jak bylo zminéno vyse).

Obr. 57 Fotografie navrzenych a vyrobenych nosici, (vievo) mensi a komercné dostupny
obal, (uprostied) mnou navrzeny prototyp obalu, (vpravo) finalni nosic vytvoreny pomoct

3D tisku na University of Cambridge, (dole) 3D ndvrh finalniho obalu nosice

Nosi¢ byl testovan v laboratorni biologickém reaktoru o stejnych parametrech, jaké
byly typické pro piedchozi experimenty. Do reaktoru s odpadni vodou a nosiéi bylo
kontinualné pfivadéno médium, které obsahovalo odstatou kohoutkovou vodu, amonné
ionty (NH4-N 10 az 20 mg/l) a fosfatovy pufr (PO4*>-P cca 5 az 20 mg/l). PInéni reaktoru

nosici bylo 20 %. Naméfena data v reaktoru jsou shrnuta v tabulkach 16-18.

Mérena a sledovana data

Tab. 16 Slozeni umeéle pripravené odpadni vody pro reaktor s NBB nosici

Den NH.-N [mg/I] PO4*-P [mg/l] NaHCO3 [mg/1]

7 12,1 9,3 40
14 15,2 11,9 40
21 9,8 16,4 40
28 11,4 10,7 40
35 11,6 8,1 40
42 8,4 3,6 40
49 13,5 9,9 40
56 14,2 135 40
63 13,0 8,3 50
70 18,0 17,0 80
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Tab. 17 Hodnoty analyz odtoku z reaktoru s NBB nosici

Nefiltrovand = g ana NO»N

Den C{I:}Z;T]cr CHSKe: [mg/1] [mg/I] NOs-N [mg/l] NHas-N [mg/l]
7 8,3 8,1 0,72 11,8 0,66
14 8,1 7,2 0,44 11,8 0,23
21 6,1 6,0 0,35 13,8 0,70
28 5,0 4,3 0,19 13,2 0,33
35 6,3 4,6 0,20 10,5 0,02
42 53 53 0,34 15,9 1,52
49 17,5 10,2 <0,01 13,4 0,24
56 4.7 4.3 0,38 15,3 0,43
63 51 4.9 0,27 13,5 0,20
70 5,2 4.8 0,47 21,0 0,35

Tab. 18 Parametry reaktoru pro jednotlivé tydny

Den pH Dalsi
0 7,1-7,6 HRT =1
7 7,2—7,8" HRT =0,5
14 73575 HRT = 0,5; respirometrie 1
21 6,8—7,8" HRT =0,5
28 6,5—7,9" HRT =0,5
35 7,5 HRT = 0,5; respirometrie 2; MO1
42 6,4—7,6" HRT =0,5
49 6,7—8,1" HRT = 0,5
56 6,6—7,2" HRT = 0,5; respirometrie 3
63 6,6—7,9 HRT =0,5
70 6,8 HRT = 0,5; respirometrie 4; MO2

* pH upraveno piidanim NaOH

Vysledky respirometrie

Pro respirometricky test byl pouzit jeden nosi¢, kdy nanovldkenna vrstva uvnitf
méla efektivni plochu 16 000 mm?/1. Vysledky respirometrickych testéi (Obrazek 58)
potvrzuji znacnou ucinnost NBB nosici pifi odstraiiovani amoniakalniho dusiku
Z odpadni vody. Byl pozorovan rychly nastup aktivity pfi eliminaci NH4-N a rychla
stabilizace biofilmu. Mirny pokles byl zaznamenéan v 56 dni (nepatrnd zména) a nasledné
nastal opétovny narlst aktivity na pivodni hodnoty. JiZ od prvniho respirometrického
meéfeni se aktivita nitrifikanich bakterii v biofilmu udrZovala na velmi vysoké urovni
bez vyraznych vykyvil, coZz ukazuje na velmi rychlou tvorbu a stabilizaci praveého
biofilmu. Rychlosti eliminace NHs-N byla oproti pGvodné testovanym nosi¢im
Vv laboratornim reaktoru podstatné vyssi. Tedy byla potvrzena vysokd tc¢innost NBB

nosicl pii srovnatelné stejnych parametrech s jinymi nosici.
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Obr. 58 Grafy zobrazujici aktivitu nitrifikacnich bakterii v biofilmu na NBB nosicich
V danych tydnech

Vysledky qPCR a NGS

Vysledky molekularné genetickych testli vychazeji pro NBB nosice (2., tedy finalni
prototyp nosice) velmi pozitivn€. Pro srovndni druhého prototypu NBB nosice s prvné
testovanymi nosici (tedy komercné dostupnymi AnoxKaldnes K3, mikrovldkennymi
a prvnim prototypem NBB — budeme ve vysledcich nazyvat jako nanovlakna) jsou
Vv nasledujicich grafech zobrazeny hodnoty pro vSechny tyto nosice. Z grafu relativni
kvantifikace (Obrazek 59), uniz byly nosice AnoxKaldnes K3 referen¢nimi vzorky,
vidime zna¢ny nartst specifickych markera pravé pro NBB nosice. NiZ§i hodnota celkové
biomasy neni v tomto ptipad¢ negativnim vysledkem, jelikoz nam ukazuje, Ze na NBB

nosicich rostou spiSe vybrané mikroorganismy.

93



>

1000 T T T T T
i | i | i
i 1 i i !
| 187,56 | : i i
i H i i i
i H i i i
100 i i i i |
= ; : : ! ! 32,58
b I 1 1 I i
= i ' I ' i
i i i i i
g 10 : ! ! ! :
i H i i i
- i ! ! H |
E 1,57 i 1,57 | 1,51 ' 1,64 ' '
= 1 | 1 1 1 H 1 | 1 i
= 1
= | ! i T !
&= 092 i -l. | lo,m i |
i 1 i i !
I : : oo 0z | : o
0,1 0,16 i H 0,17 ; i i
i 0,11 I i i i
i H i i i
i H i i i
i H i i i
i H i i i
i i i i i
0,01
U16SRT amoA NSR nxrB Nitrob NxrB1
Markery
B 1. odbér | Kaldnes K3 B 1. odbér | Mikrovlakna @ 1. odbér | Nanovlikna B 1. odbér | NBB
B. 100 . : : : :
i i i i i
i i i i i
i i i i i
i i i i i
i 12,30 ' ! ' 13,94
i i i i i
g v 442 i i E : i
= i i i i i
jad 1 1 1 ] ]
£ | | | . .
- 1 i " " | |
s ! - : : : !
= 072 i i i i
= 0,46 ' I I ' '
& : ! ! ! :
i i i i i
0,1 i i i i i
i i i i i
i i i i i
i i i i i
i i i i i
i i i i i
i i i i i
i i i i i
0,01 i i i i i
U16SRT amoA NSR nxrB Nitrob NxrB1
Markery
0 2. odbér | Kaldnes K3 O2. odbér | Mikrovlakna 0 2. odbér | Nanovldkna | 2. odbér | NBB

Obr. 59 Relativni kvantifikace celkové a specifické bakterialni biomasy mezi jednotlivymi
typy nosicii v 1. odbéru (A) a 2. odberu (B)

Analyza NGS (Obrazek 60) predev§im ukazuje, ze pouze na NBB nosicich je
zastoupeni AOB a NOB organismli rozmanitéjsi, tedy rostou zde i velmi specifické
nitrifikaéni bakterie. Dale vidime, ze u NBB nosici doslo mezi 1. a 2. odbérem
k nejvySSimu nartstu nitrifikaénich bakterii, coz je zasadni z hlediska urceni G¢innosti
téchto nosicl pro nitrifikacni proces. Obecné je zastoupeni AOB a NOB na vSech nosicich
podobné, coz je bézny vysledek, ktery dokazuje schopnost AOB i NOB osidlovat riizné
povrchy s pfiblizné stejnym zastoupenim — to vsSak nic nevypovida o rychlosti rustu

a jejich absolutnim mnozstvi na nosicich.
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Obr. 60 Relativni zastoupeni mikroorganismii ve vzorcich biofilmu z testovanych nosicii

a>5% (B.);

(A);

%

kroorganismy na urovni rodu s abundanci > 2

— zndzornény mi

v

a nitrifikacni bakterie (C.)

95



Zhodnoceni

Vysledky respirometrie i molekularné genetickych metod jasné potvrzuji, ze finalni
prototyp NBB nosict je vhodny pro osidlovani ¢istirenskymi (konkrétné nitrifikacnimi)
bakterie. Aktivita biofilmu je na vysoké Urovni, eliminace amoniakalniho dusiku se
pohybovala okolo 98 % a metoda qPCR potvrdila hojnost nitrifikaénich bakterii ve
vzorcich biofilmu. V porovnani s ostatnimi nanovldkennymi nosici, které byly testovany
za stejnych podminek, vykazuji nosi¢e NBB nejlepsi vysledky jak z pohledu stability, tak
z pohledu adheze bakterii na povrch. NGS metoda navic potvrdila pfitomnost i velmi
specifickych nitrifika¢nich bakterii. Nosi¢ NBB jako celek je velmi pokrocily a diky jeho
komplexni struktutfe bude vhodny pro aplikace i1 do dalSich biotechnologickych procest.

Pilotni test je pfipraven — ¢eka se na ukonceni pilotniho testovani mikrovlakennych
nosicu. Avsak na zaklad¢ ziskanych laboratornich vysledkl a pfedpokladiim vztahujicim
se k souvislosti mezi mikro a nanovlakennymi nosici lze tvrdit, ze vyuziti NBB v praxi
bude mit zna¢ny pfinos pro post-treatment systémy, které¢ by mély zajistit eliminaci

dusikatych a ptipadné dalSich polutantli na minimalni (nulové) koncentrace.
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6. SUMARIZACE

Vyvoj mikrovldkennych struktur pro vytvoteni 3D nosice biomasy, ktery probihal
ve spolupraci s Katedrou technologii a struktur (FT TUL), poskytl jednak finalni produkt
nosi¢e biomasy pfipraveného pro redlné aplikace a jednak znalostni bazi pro vyvoj
a testovani pokrocilych nanovlakennych nosi¢ii biomasy s potencidlem komercniho
vyuziti. Jak ukazaly prvotni testy, zdsadni parametry v ptipadé mikrovldkennych nosict
ovlivitujici adhezi mikroorganismi, naslednou tvorbu biofilmu a jeho stabilitu jsou
velikost vnitiniho prostoru, struktura nosice (hustota), porozita povrchu a jeho schopnost
proudit v dynamickém systému. Na zaklad¢ téchto pozadavkl byl vytvoien 3D
mikrovlakenny nosi¢ biomasy sendvi¢ové struktury, ktery poskytuje cilovym
mikroorganismim vhodné prostfedi pro jejich rist.

Bylo zjiSténo, Ze velmi dalezitym procesem je zpusob inokulace biologického
systému s nosi¢i, a s tim souvisi mnozstvi kalu, ktery se v prvnich dnech zachyti na
nosigich, coz je velmi ovlivnéno pravé strukturou samotného noside. Cim vétsi
koncentrace kalu pouzita pti inokulaci (rozsah 50-500 mg/l), tim vice dochazi k jeho
uvoliovani z nosi¢e do média a vysledny zachyt suspenzni biomasy je obdobny.
Z hlediska parametrti nosi¢i dochazelo k nejvétsimu naslednému uvoltiovani kalu praveé
u nosi¢e S (nejmensi povrchové otvory), tedy nosi¢ S zachytaval nejvice kalu, ktery se
z n¢j nasledné dobie vyplavoval. U nosi¢e S pro vSechny koncentrace kalu dochazelo
k jeho zna¢nému zachytu pii inokulaci. Mensi velikost pori nosice tedy pravdépodobné
zpusobuje vetsi nahromadéni kalu a jeho urcité setrvani (béhem inokulace) ve struktute
nosi¢e. Celkové z naméfenych dat vyplynulo, ze pro inokulaci systému pIné dostacuje
nejnizsi koncentrace kalu (50 mg/l), ktera zajisti dostate¢ny prunik mikroorganismt do
celého systému nosice. Podstatné je, Ze nosie by mély mit takovou strukturu, kterd
umozni jednat kvalitni prutok odpadni vody skrze n¢ (kontakt bakterii s polutanty), ale
také umozni snadné vyplavovani kalu ¢1 odumfelych ¢asti biofilmu, které by pfi setrvani
ve struktuie nosie v nepfistupnych makropoérech zahnivaly a znehodnocovaly vykon
nosice.

Pilotni testovani finalnich nosic¢l S v post-nitrifikacnim procesu ukazalo, ze rist
pravého biofilmu s hojnym poctem nitrifikacnich bakterii je podpoten prave specifickou
strukturou nosicl. Pilotni testy prokazaly zna¢nou u¢innost odstranovani amoniakalniho
dusiku z odpadnich vod, a to i pfi velmi nizkych teplotach. Stabilita biofilmu a samotnych

nosici byla velmi dobrd iV namahanych prostfedich aerovaného reaktoru a je tedy
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potvrzena dlouhodobéjsi stabilita vyvinutych nosi¢i. Zasadni vyhodou nosice je jeho
rychlé osidlovani bakteriemi a nasledna tvorba kvalitniho (pravého) biofilmu.

Klicovych prvkia pro vybér vhodného materialu k ptipraveé nanovldkennych nosict
biomasy je n¢kolik. Primér vlaken rozhoduje o specifickém povrchu a mechanickych
vlastnostech vrstev, coz jsou diilezité parametry jak pro primarni adhezi bakterii, tak pro
zivotnost samotného nosice. Charakteristiky povrchu jsou zésadni pro bakterialni adhezi,
prostupnost bakterii a jejich extracelularni matrix tésn¢€ pod povrch (zabudovani biofilmu
do povrchu). S timto souvisi 1 porozita nanovlakenného nosice, kterd musi umoznit
bakteriim vstup do vnitini struktury nosice, ale pouze do urcité hloubky. V ptipadé ptilis
velkych portt dochazi smérem dovnitt k zahust'ovani biofilmu a ve vzdalenéjsich vrstvach
jiz nedochazi ke kontaktu s polutanty ve vodé¢ a v pfipad¢ oxickych systémi k dostate¢né
saturaci kyslikem, coZ vede k Ubytku aktivni bakterialni populace. V této fazi muize
dochazet ke zvySovani hmotnosti nosi¢e inertem, coz je nezddouci. Na zékladé
vyjmenovanych parametrti a s ohledem na ekonomickou naro¢nost byl jako idealni nosi¢
vybran materidl z PVB nanovldken pfipraveny technologii Nanospider. Prameér
nanovlaken (cca 400 nm) v tomto pfipade¢ zajist'uje dobrou mechanickou stabilitu vrstvy
a zaroven vlakna tvoii dostate¢né jemnou vnitini strukturu, coz je pro bakterie vyhodné.
Porozita této vrstvy je vrozmezi, kdy bakterie a jejich produkty nepronikaji pftili§
hluboko do struktury nosiCe, ale zaroven v blizkosti povrchu jim vytvaii vhodné
prostiedi.

Postupny vyvoj nanovldkennych nosicl ukdzal pozadavky na tento typ nosiCe
Z hlediska jejich dlouhodobé stability v namahaném prostfedi a rustu preferencnich
mikroorganismll. Primarni je vytvofeni nanovladken se specifickym povrchem, ktery je
z hlediska drsnosti povrchu blizky povrchu mikroorganismiti (Rasouli 2019) a obsahuje
dostate¢né mnozstvi hlubsiho prostoru (v€etné pér). Na téchto materidlech dochézi
k rychlé adhezi specifickych bakterii, které rychle tvoti biofilm. Jak ukazaly vysledky,
biofilm na nanovlakennych nosi¢ich se nejen rychle vytvaii a obsahuje zna¢né mnozstvi
specifickych bakterii, ale také je velmi dobfe pfichycen k povrchu; oproti komeréné
dostupnym i mikrovlakennym nosic¢lim je t¢zko oddélitelny i pfi plisobeni ultrazvuku. To
poskytuje znacnou vyhodu piedevSsim pro procesy, kde vznika zna¢né mechanické
namahani (jako napiiklad aerované biologické systémy). Z hlediska mechanické stability
je potieba pro nanovldkna vytvofit ochranu, kterd zajisti jejich dlouhodobou zivotnost.
Na zaklad¢ teoretickych ptedpokladli a laboratorniho testovani byla vytvotfena 3D

struktura, kterd zajiStuje nanovldknim ochranu a zéroven je uvniti téchto struktur
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vytvofeno vlastni prostiedi, které znasobuje ucinnost biologickych procest probihajicich
pfi styku biofilmu a latek v médiu.

Cilem jedné c¢asti doktorské prace bylo otestovat nove navrzené a piipravené nosice
biomasy V laboratornim nitrifika¢nim reaktoru a porovnat je s komeréné dostupnym
nosi¢em. Z testovanych typli nosicti biomasy vykazovaly nejvétsi relativni zastoupeni
nitrifikacnich bakterii nosi¢e nanovlakenné. Nanovldkenné nosi¢e vyrazné predCily
ostatni nosice ve schopnosti velmi pevné vazat vysledny biofilm. Jejich nevyhodou mtze
byt dlouhodoba stabilita v provzdusiovaném systému, ale tomu se muzZe piizpusobit
mechanicka podpora (ochrana) téchto nosi¢l. Mikrovlakenné nosi¢e maji vysoce
fragmentovanou vnitini strukturu, kterda mize zpusobit akumulaci biomasy. Velka
velikost vnitintho meziprostoru zpisobuje pocateéni vysokorychlostni zachyceni
suspendovaného kalu, coz vede k rychlému narGstu pocatecni biomasy, a ne zcela
srovnatelnym vysledkiim s jinymi nosi¢i v prvni fazi osidlovéani (tj. pfed dosazenim
ustaleného stavu) (Ahmad et al. 2017). Pro systémy, kde dochazi k tniku biomasy
zhlavni ¢asti  technologické linky do nasledného post-treatmentu, piedstavuje
mikrovlakenny nosi¢ vyhodu suspendovaného zachycovani biomasy a jejiho efektivniho
vyuziti pro celkovou efektivitu. Na druhou stranu je nanovlakenny nosi¢ vyhodny pro
aplikace s praktickym a specifickym odstranovanim polutantii diky velmi stabilnimu
biofilmu s nizkou koncentraci odlouc¢ené (suspendované) biomasy. Komercné dostupné
nosice AnoxKaldnes K3 jiz prokazatelné funguji, ale jsou méné U€inné neZ mikro-
a nanovlakenné struktury kviili del$i dobé kolonizace bakterii (nosice nemaji pfilis
porézni strukturu). Nizka drsnost povrchu nosi¢ti AnoxKaldnes K3 déle zptisobuje mensi
stabilitu vytvofeného biofilmu na jejich povrchu. Tato nevyhoda je zasadni v procesu
post-treatmentu (pfedev§im post-nitrifikace a odstraiovani mikropolutantt) na COV
a predurCuje pro tuto aplikaci nosi¢e S vysokou drsnosti povrchu a definovanou
porovitosti (Ahmad et al. 2017; Al-Amshawee et al. 2021).

Ditlezit¢ pro hodnoceni testovanych biologickych systémii byly metody
molekularni genetiky, které jsou zalozeny na odliSnych principech a vysledky analyz je
Casto obtizné porovnavat. Metody FISH, qPCR v redlném case a NGS se vSak mohou
vzajemné dopliiovat. V. NGS analyze lze ve vzorcich sledovat pomér jednotlivych
bakterialnich rodt. Naproti tomu pii qPCR lze mezi vzorky porovnavat abundanci
sledovanych bakterii nebo jejich funkénich genii. Metoda FISH poskytuje kvantitativni
vysledky pro bézné bakterie, jejichz geny jsou specificky obarveny. Samotné hodnoceni

vSak neumoziuje nahlédnout do vnitinich vrstev analyzovaného biofilmu. Analyza qPCR
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probihd na urovni DNA, na rozdil od FISH, kde jsou vzorky hodnoceny na bunécné
urovni. Metoda qPCR je tedy vyrazné citlivéjsi a umoznuje detekcei bakterii pii nizkych
koncentracich. Vysledky qPCR nam tedy ukazuji rozdil v poctu specifickych cilovych
genti mezi vzorky. Naproti tomu NGS analyza ukazuje podil konkrétnich taxont
Vv jednotlivych vzorcich. Napiiklad, pokud existuji tii vzorky se zndmym mnoZzstvim
Nitrospira (NSR): vzorek A (20 NSR ve 40 bakterii), vzorek B (40 NSR v 80 bakterii)
a vzorek C (20 NSR ve 30 bakterii). Vysledky NGS by identifikovaly stejné podily NSR
ve vzorcich A a B a vys$si podil NSR ve vzorku C. Vysledky analyzy gPCR by detekovaly
nejvyssi mnozstvi NSR ve vzorku B a stejné mnozstvi NSR ve vzorcich A a C.

Metoda respirometrie je velmi vhodnd pro hodnoceni biofilmu z ,,makro*
perspektivy. Respirometrie na rozdil od molekuldrné genetickych metod neposkytuje
informace o typu a po¢tu bakterii pfitomnych v biofilmu. Naopak podava ptehled
0 aktualni metabolické aktivit¢ mikroorganismid a jejich schopnosti a rychlosti
metabolizovat polutanty ve sledovaném médiu. Porovnani aktivit biofilmu
z respirometrickych dat a poctu jednotlivych nitrifikacnich bakterii ve vzorcich ukazuje,
Ze pro abundanci bakterii jsou dulezité parametry nosice, jako je povrchova morfologie
a dalsi specifické vlastnosti materidlu (nejen velikost prostoru pro rist biofilmu)
(Al-Amshawee et al. 2021; Bhattacharya a Mazumder 2021). Spojenim poznatkl o vyvoji
aktivit biofilmu pro jednotlivé nosice (respirometrie) a sloZeni bakteridlniho konsorcia
(molekularné genetické metody) Ize vystizné vyhodnotit vhodnost testovanych nosici

biomasy ve sledovanych biotechnologickych aplikacich.
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7. POPIS UPLATNENI VYSLEDKU A PRINOS PRACE

V ramci této doktorské prace vznikla fada vystupd, jez nachazeji uplatnéni piimo
Vv praxi (v oblasti ¢isténi odpadnich vod — nosice biomasy) a také ptispivaji znalostem
V oboru Cistirenstvi.

Za hlavni praktické vystupy lze povazovat (1) 3D mikrovlakenny nosi¢ biomasy
sendvicové struktury, ktery vznikl ve spolupréci s Katedrou technologii a struktur (FT,
TUL) a nachazi praktické uplatnéni v post-nitrifikaci na COV pro eliminaci zbytkovych
koncentraci amoniakalniho dusiku. (2) Jako druhy prakticky vystup je nanovlakenny
nosi¢ biomasy (systém core/shell), ktery je vyuZzitelny pro specifické tcely docistovani
odpadnich vod — pfedevsim pro eliminace dusikatych a dalsich latek na odtoku z COV,
kde se vyzaduje vysoka Cistota tohoto odtoku (chrdnéné nebo evropsky vyznamné
lokality). Oba nosice biomasy Ize uplatnit piedevsim v kompaktnich MBBR systémech
post-nitrifikace, kde 1ze v principu do¢istovat z odpadnich vod zbytkova zneéisténi. Pro
dalsi post-treatment procesy (napt. odstranovani mikropolutanti) bude potieba vyuziti
téchto nosicl ovetit. Zasadni vyhodou je, Ze s pomoci noveé vyvinutych nosi¢t biomasy
Ize dosdhnout témé&f nulovych koncentraci dusikatych latek na odtocich z COV bez
zasadniho navysSeni ekonomickych néarokli. Nosi¢e mohou byt i pomérné jednodusSe
modifikovany pro uzptsobeni podminek vyzadujicich odlisné biotechnologické procesy.
Na zékladé dosazenych vysledkll a ziskanych praktickych zkuSenosti (TRL 7) lze
predpokladat, Ze vyvinuté nosice biomasy vV budoucnu vstoupi na trh.

Vymezeni se oproti komerénim produktiim je zcela jasné definovatelné: komeréné
dostupné nosi¢e biomasy jsou piedevSim rtuzné tvarované plastové produkty, které
postradaji oproti mikro- nebo nanovlakennych nosi¢um fadu vyhod, jako jsou velikost
specifického povrchu, struktura (drsnost) povrchu, meziprostor a porozita,
funkcionalizovatelnost a schopnost velmi pevné vazat bakterie a fixovat biofilm.
Vymezeni se k predeslym pracim ptivodem z TUL, které se zabyvaji vyvojem nosicl
biomasy je taktéZ jednoznacné dané: diive vyvinuté nosice biomasy byly zcela jiného
typu (struktury) a nebyla zde provedena detailni analyza bakterialnich konsorcii
Vv biofilmu na nosic¢ich béhem experimentd, coz, jak se ukazalo je velmi podstatné.

Jako konkrétni vystupy vznikly 2 funkéni vzorky riznych typd nanovlakennych
nosi¢u biomasy a pro finalni podoby mikro- i nanovlakennych nosic¢u je pfipravovana
ochrana dusevniho vlastnosti v podobé patentii. Tyto vystupy slouzi pro dalsi vyzkum

a vyvoj zalozeny na spolupraci s jinymi institucemi a pro mozné uvedeni produktt trh.
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Velky pfinos je pfedev§im ocekavan v oblasti mozného vyuziti findlnich nanovldkennych
nosi¢li biomasy pro MBBR post-treatment procesy slouzici k eliminaci zbytkovych
koncentraci dusiku, CHSK a dalsich latek z odpadnich vod. Na toto téma je jiz
vypracovan rozsahly projekt.

Vysledky prace byly publikovany v nékolika prestiznich odbornych publikacich
a prezentovany na narodnich i mezinarodnich konferencich. Piedevsim ziskané znalosti
Vv oblasti slozeni bakteridlniho konsorcia na specifickych povrSich nosi¢ii biomasy
aporovnani rtznych typt nosi¢li biomasy pfinesly odborné vefejnosti a oblasti
biofilmovych procesti obecné nové poznatky vyuzitelné pro laboratorni i provozni
experimenty (véetn¢ realnych aplikaci). ZnaCnym pfinosem jsou ziskané znalosti
Z oblasti testovani biofilmu pomoci riznych metod a porovnani téchto metod poskytuje
navod pro konkrétni potfeby testovani biofilmovych systémil. Déle pak byly ziskany
znalosti v oblasti nanovlakennych materialti a jejich ptipravy za ucelem konkrétnich
biotechnologickych aplikaci.

Tato disertacni prace prispéla i fad€ projektiim, které fesi nebo tesili post-treatment
procesy nebo obecné docistovani odpadnich vod. V rdmci vyzkumu a konferenci byly
navazany kontakty s riznymi ¢eskymi i zahrani¢nimi pracovisti a odborniky, coz je
vyuzivano pro piipravu novych projekti a vyvoj novych technologii. Pro novy typ
nanovldkennych (core/shell) nosi¢l biomasy byl vytvofen ve spolupraci FA (TUL)
expondt, jez umélecky vyjadiuje proces a nutnost ¢iSténi odpadnich vod. Tento exponét
JiZ byl soucasti n€kolika prestiznich odbornych akci a dale bude vyuzivan pro potieby

propagace.
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8. ZAVER

Cilem této prace bylo vyvinout novy typ nosi¢e biomasy a otestovat ho
Vv laboratornim a poloprovoznim reaktoru post-nitrifikace. Vyvoj nosi¢e probihal od
zakladi stim, Ze prvné byla vytvofena série nosi¢u mikrovlakennych, kdy jejich
testovanim bylo dosazeno znalosti pro vytvofeni nosi¢e nanovldkenného. Vsechny typy
nosicl, vcetné¢ komeréné¢ dostupného AnoxKaldnes K3, byly dukladné testovany
Vv biologickém systému post-nitrifikace a vzajemné porovnany. V posledni fazi této prace
bylo dosazeno findlni podoby nosi¢li biomasy — 3D mikrovlakenného sendvicové
struktury a nanovldkenného se specialni core/shell formou.

Biologické testovani rtiznych typt nosi¢ti biomasy v bioreaktoru post-nitrifikace,
vcetng testovani za limitnich podminek, a nasledné hodnoceni biofilmu ukézalo, ze velmi
specificky povrch PVB nanovldken umoziuje velmi kvalitni adhezi cistirenskych
bakterii, které¢ jsou v takovém biofilmu aktivni a jsou CcCastecné chranény pted
nepiiznivymi vlivy. 3D mikrovldkenné nosi¢e maji vyborné ptedpoklady pro kvalitni
osidlovani mikroorganismy Vv urcitych procesech. V biofilmu na nanovlakennych
nosicich bylo ve vétSin€ experimentech nalezeno nejveétsi mnozstvi nitrifikanich bakterii
V porovndni s jinymi nosi¢i. Nosi¢e z nanovldken vyrazn€ piekonaly ostatni ve
schopnosti velmi pevné vazat biofilm, ktery je dle respirometrickych vysledkti velmi
aktivni. Jejich nevyhodou mtize byt dlouhodoba stabilita v provzdusiovaném systému,
ale pro tento piipad byl vyvinut nosi¢, kde jsou nanovladkna chranéné (core/shell forma
nosice). Vcetné¢ vyvinuti dvou typll nosi¢il uplatnitelnych na rGznych Ccistirenskych
provozech byly na zaklad¢é dlouhodobého testovani riznych struktur ziskany vysledky,
které jsou ptinosem pro oblast biofilmovych procesi a jejich hodnoceni pomoci
molekularné genetickych metod. Jedna se o zjiSténi souvislosti mezi pfitomnosti bakterie
Zoogloea v biofilmu a jeho vyvojem a dale se jednd o zhodnoceni a porovnani
jednotlivych metod vhodnych pro analyzu biofilmu v zévislosti na riznych parametrech.

Dalsi pokrok vtéto praci je spatiovan v dlouhodobém a velkoobjemovém
poloprovoznim testovani nanovldkennych nosici biomasy na realné cistirn€, kde by
dochézelo k eliminaci dusikatych polutanti, CHSK a pfipadné rozkladnych produkti
mikropolutantii. Usilovna prace ve zdokonalovani vyvinutych nosi¢li biomasy, jejich

modifikaci a zavedeni do praxe (uvedeni na trh) bude nadale pokracovat.
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Prilohy
Piiloha 1 Chemické parametry namérené v ndtoku, v odtoku z kolony a v reaktoru pro

prvni pilotni test mikrovlakennych nosicit biomasy

Natok Odtok Odtok Doba

Datum NHa-N NHa-N Teelota NO2-N Pritok zdrZzeni Kyslik
meg/l  [mg/l FCl gy W/Penl ) (me/l
28.01.2021 4,6 0,44 - - 20 18 -
29.01.2021 4,2 0,35 - - - - -
31.01.2021 6,0 2,80 - - 19 19 -
01.02.2021 9,1 6,48 - - 24 15 -
02.02.2021 3,8 1,62 14,2 - 25 14 -
03.02.2021 3,6 0,14 15,5 - 18 20 -
04.02.2021 3,0 0,27 15,2 - 20 18 -
05.02.2021 1,7 0,44 15,0 - 22 16 -
06.02.2021 4,2 0,07 14,6 - 24 15 -
07.02.2021 1,9 0,27 9,3 - 26 14 -
08.02.2021 3,7 0,40 9,2 - - - -
09.02.2021 3,2 0,10 11,3 - 27 13 -
10.02.2021 2,3 0,08 11,4 - 9 40 -
11.02.2021 3,6 0,19 11,7 - 28 13 -
12.02.2021 3,2 0,13 12,1 - 34 11 -
13.02.2021 2,1 0,11 12,2 - 55 7 -
14.02.2021 3,5 0,84 11,8 - 57 6 -
15.02.2021 0,6 0,04 10,4 - 120 3 -
16.02.2021 2,1 0,11 11,1 - 60 6 -
17.02.2021 3,8 0,18 15,2 0,40 58 6 -
18.02.2021 4,5 0,15 14,9 0,27 55 7 -
19.02.2021 3,5 0,05 16,4 0,18 55 7 -
20.02.2021 4,3 0,05 16,8 0,11 35 10 -
21.02.2021 3,6 0,03 16,9 0,02 35 10 -
22.02.2021 0,5 0,02 16,9 0,02 35 10 -
23.02.2021 3,9 0,09 16,8 0,05 35 10 -
25.02.2021 3,7 0,05 17,0 0,02 43 8 -
26.02.2021 3,2 0,03 17,2 0,07 - - -
28.02.2021 2,6 0,03 14,6 0,06 50 7 -
01.03.2021 4,9 0,02 13,1 0,04 45 8 -
02.03.2021 4,3 0,04 11,5 0,03 48 8 -
03.03.2021 3,1 0,10 12,2 0,04 - - -
05.03.2021 2,8 0,03 11,9 0,02 - - -
06.03.2021 2,7 0,14 12,2 0,04 60 6 -
07.03.2021 1,1 0,05 12,7 0,03 58 6 -
08.03.2021 3,8 0,15 12,4 0,06 58 6 -
09.03.2021 3,9 0,20 9,6 0,05 65 6 -
10.03.2021 6,3 0,27 11,6 0,08 100 4 -
11.03.2021 4,2 0,33 13,9 0,16 85 4 -
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12.03.2021 1,4 0,25 14,2 0,15 85 4 -

13.03.2021 9,0 1,41 13,6 0,16 90 4 -

14.03.2021 8,9 0,39 13,1 - 120 3 -

15.03.2021 5,2 0,16 13,8 0,12 85 4 -

17.03.2021 6,3 0,31 12,3 0,15 - - -

18.03.2021 7,0 0,29 - 0,14 90 4 -

20.03.2021 12,5 0,80 8,1 - 90 4 -

21.03.2021 8,2 0,10 10,5 - 90 4 -

22.03.2021 4,8 0,02 11,7 - 90 4 -

23.03.2021 12,4 0,13 13,0 - 100 4 9,7
24.03.2021 10,7 0,11 13,4 0,15 - - 9,8
25.03.2021 9,7 0,13 14,6 - 120 3 9,5
26.03.2021 7,5 0,05 16,4 - 120 3 9,1
27.03.2021 9,6 0,13 17,0 - 150 2,4 8,8
28.03.2021 1,3 0,02 14,3 - 150 2,4 9,4
31.03.2021 4,4 0,10 18,0 0,10 150 2,4 -

02.04.2021 8,0 1,50 - 0,36 150 2,4 7,8
04.04.2021 8,2 0,44 - 0,21 150 2,4 -

06.04.2021 7,7 0,46 12,1 0,24 - - 9,9
08.04.2021 8,8 0,31 12,8 0,29 150 2,4 9,9
10.04.2021 10,1 0,11 16,1 - 150 2,4 9,7
11.04.2021 9,1 0,12 14,9 - 150 2,4 9,7
14.04.2021 8,5 0,30 - 0,17 - - -

15.04.2021 8,4 0,65 12,8 0,22 150 2,4 9

17.04.2021 12,0 0,19 13,5 - 150 2,4 7,7
18.04.2021 8,1 0,20 15,5 - 150 2,4 8,9
22.04.2021 8,8 0,34 - 0,18 - - 9,1
24.04.2021 19,6 0,12 15,3 - - - 9,4
25.04.2021 16,7 0,13 14,6 - 150 2,4 9,5
27.04.2021 10,5 1,50 13,2 - 180 2,0 9,35
28.04.2021 10,8 1,61 14,4 - 180 2,0 9,07
29.04.2021 12,5 0,78 17,3 - 190 19 8,33
30.04.2021 12,0 1,16 17,5 - 190 19 7,86
03.05.2021 10,7 0,21 16,8 - 190 19 9,48
04.05.2021 8,8 0,82 16,3 - 190 19 8,34
05.05.2021 11,2 1,91 17,4 - 300 1,2 8,52
06.05.2021 8,9 0,83 15,5 - 250 1,4 7,73
07.05.2021 9,3 0,93 16,8 - 250 1,4 8,14
08.05.2021 5,6 0,22 15,5 - 230 1,6 7,95
09.05.2021 19,6 0,31 16,3 - 250 1,4 8,05
10.05.2021 9,9 0,59 18,4 - 250 1,4 7,45
11.05.2021 12,9 1,43 20,5 - 250 1,4 6,59
12.05.2021 7,0 0,14 21,5 - 250 1,4 7,23
13.05.2021 8,6 0,64 - - - - 8,5
14.05.2021 9,2 0,44 18,5 - 250 1,4 8,4
17.05.2021 11,5 2,76 19,9 - 250 1,4 7,84
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18.05.2021 9,1 2,00 18,8 250 1,4 8,15
19.05.2021 6,7 1,02 19,0 250 1,4 8,26
20.05.2021 9,0 2,31 18,6 250 1,4 8,42
21.05.2021 9,0 1,07 18,9 250 1,4 8,16
22.05.2021 20,6 0,38 19,2 250 1,4 8,13
23.05.2021 3,0 0,75 19,1 250 1,4 8,32
24.05.2021 5,7 0,27 19,1 250 1,4 8,92
25.05.2021 9,2 1,13 20,4 250 1,4 8,13
26.05.2021 8,5 0,52 18,4 250 1,4 8,99
27.05.2021 9,8 0,59 18,2 - - 8,45
28.05.2021 8,6 0,31 18,9 250 1,4 8,48
29.05.2021 3,6 0,16 18,3 250 1,4 8,84
30.05.2021 2,3 0,04 18,3 250 1,4 8,99
01.06.2021 2,0 0,04 20,2 250 1,4 8,67
02.06.2021 4,2 0,15 20,6 - - 8,6
03.06.2021 2,6 0,05 20,2 250 1,4 8,68
04.06.2021 1,9 0,02 21,5 250 1,4 8,49
06.06.2021 13,3 0,09 22,9 - - 8,46
07.06.2021 4,5 0,17 22,7 - - 8,18
08.06.2021 7,6 2,14 23,2 - - 8,01
09.06.2021 3,4 0,06 23,3 250 1,4 8,12
10.06.2021 2,4 0,04 23,5 - - 8,19
11.06.2021 2,9 0,04 23,4 250 1,4 8,1
12.06.2021 3,7 0,04 24,0 - - 8,11
13.06.2021 4,2 0,05 23,5 - - 8,12
14.06.2021 2,9 0,08 23,2 - - 8,19
15.06.2021 3,6 0,11 22,7 300 1,2 8,15
16.06.2021 1,7 0,02 24,1 300 1,2 8,04
17.06.2021 3,0 0,06 24,2 - - 7,93
18.06.2021 3,0 0,05 25,0 300 1,2 7,8
19.06.2021 8,6 0,04 26,2 300 1,2 7,78
20.06.2021 8,5 0,04 26,4 300 1,2 7,65
21.06.2021 8,0 0,02 27,2 300 1,2 7,54
22.06.2021 4,8 0,02 25,3 300 1,2 7,86
23.06.2021 4,6 0,06 24,5 300 1,2 8,05
24.06.2021 5,7 0,05 24,8 300 1,2 8,21
25.06.2021 - 0,05 24,2 - - 8,26
27.06.2021 - 0,03 24,1 300 1,2 8,28
28.06.2021 - 0,19 24,4 300 1,2 8,06
29.06.2021 - 0,11 24,2 - - 8,14
30.06.2021 - 0,02 23,9 300 1,2 7,96
01.07.2021 - 0,18 23,5 300 1,2 8,36
02.07.2021 - 0,23 23,7 300 1,2 8,34
03.07.2021 - 0,50 23,6 300 1,2 8,33
04.07.2021 - 0,35 24,1 300 1,2 8,27
05.07.2021 - 0,50 24,2 300 1,2 8,28
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06.07.2021 0,41 26,1 300 1,2 7,97
07.07.2021 0,05 24,8 - - 8,05
08.07.2021 0,05 24,5 - - 8,21
09.07.2021 0,03 24,1 - - 8,26
10.07.2021 0,05 24,0 - - 8,36

118



Piiloha 2 Chemické parametry namérené béehem pilotniho testovani findlnich

mikrovidkennych nosicii ve velkoobjemovém MBBR reaktoru

Natok Odtok Pritok Dovba . Kyslik
Datum NH4-N NHa-N Teplota [°C] /h] zdrzeni (me/I]
[mg/1] [mg/1] (h]
04.11.2021 5 >3 - 42 6 -
09.11.2021 5 0,619 - 42 6 9,00
15.11.2021 5 0,055 19,4 42 6 9,04
22.11.2021 5 1,410 18,9 42 6 9,22
27.11.2021 5 0,518 20,1 42 6 8,62
29.11.2021 5 0,056 19,4 42 6 8,96
30.11.2021 5 0,132 19,2 42 6 9,06
02.12.2021 5 0,141 19,3 42 6 8,97
03.12.2021 5 0,807 19,4 42 6 9,14
07.12.2021 5 0,363 19,4 42 6 9,11
09.12.2021 5 0,658 19,4 42 6 8,98
10.12.2021 5 0,056 19,1 42 6 8,97
13.12.2021 5 0,456 19,7 42 6 9,38
14.12.2021 5 0,455 19,4 42 6 9,45
17.12.2021 5 0,009 19,9 42 6 9,08
18.12.2021 5 0,012 19,0 42 6 9,14
20.12.2021 5 0,038 19,4 42 6 9,13
22.12.2021 5 0,091 19,0 42 6 9,27
23.12.2021 5 0,634 18,2 42 6 9,47
28.12.2021 5 3,130 18,5 42 6 9,40
30.12.2021 5 0,616 19,4 42 6 9,04
31.12.2021 5 0,261 19,9 42 6 9,05
03.01.2022 5 0,364 19,1 42 6 9,21
04.01.2022 5 1,810 18,8 42 6 9,57
05.01.2022 5 1,020 19,2 42 6 8,95
06.01.2022 5 0,310 18,1 42 6 9,27
07.01.2022 5 0,326 17,7 42 6 9,43
10.01.2022 5 0,327 18,6 42 6 9,19
11.01.2022 5 0,223 18,6 42 6 9,31
12.01.2022 5 0,235 17,9 42 6 9,45
13.01.2022 5 0,234 17,3 96 2,6 9,62
14.01.2022 5 0,021 17,4 96 2,6 9,59
17.01.2022 5 0,022 17,4 96 2,6 9,46
19.01.2022 5 0,302 17,9 96 2,6 9,33
21.01.2022 5 0,056 17,4 96 2,6 9,46
24.01.2022 5 0,383 17,8 96 2,6 9,44
25.01.2022 5 0,168 18,3 96 2,6 9,22
26.01.2022 5 0,237 17,9 96 2,6 9,24
27.01.2022 5 0,238 17,4 96 2,6 9,22
28.01.2022 5 0,154 17,2 96 2,6 9,29
31.01.2022 5 0,247 17,6 96 2,6 9,10
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02.02.2022 5 0,199 17,3 96 2,6 9,18
03.02.2022 5 0,195 17,5 96 2,6 9,20
04.02.2022 5 0,176 17,9 96 2,6 9,15
14.02.2022 5 0,127 17,7 96 2,6 9,26
15.02.2022 5 0,141 17,8 96 2,6 9,23
16.02.2022 5 0,141 17,7 96 2,6 9,25
17.02.2022 5 0,144 18,2 96 2,6 9,00
18.02.2022 5 0,194 18,3 96 2,6 9,25
21.02.2022 5 0,128 18,3 96 2,6 9,10
22.02.2022 5 0,145 18,5 96 2,6 9,32
23.02.2022 5 0,177 17,6 96 2,6 9,45
25.02.2022 5 0,166 17,4 96 2,6 9,20
28.02.2022 5 0,108 17,3 96 2,6 9,25
01.03.2022 5 0,052 17,9 96 2,6 9,40
02.03.2022 5 0,083 18,0 96 2,6 9,22
03.03.2022 5 0,254 17,5 96 2,6 9,05
04.03.2022 5 0,121 17,4 96 2,6 9,25
07.03.2022 5 0,180 17,6 120 2,1 9,17
08.03.2022 5 0,089 17,4 120 2,1 9,22
09.03.2022 5 0,061 17,4 120 2,1 9,08
10.03.2022 5 0,125 18,0 120 2,1 9,15
11.03.2022 5 0,072 17,4 120 2,1 9,29
14.03.2022 5 0,012 17,7 120 2,1 9,94
16.03.2022 5 0,923 17,8 120 2,1 9,10
17.03.2022 5 0,171 18,1 120 2,1 8,92
21.03.2022 5 1,090 17,9 200 1,3 9,70
22.03.2022 5 0,003 18,4 200 1,3 9,22
24.03.2022 5 1,320 19,2 200 1,3 6,72
28.03.2022 5 0,765 19,5 150 1,6 5,20
29.03.2022 5 3,170 19,2 150 1,6 6,25
30.03.2022 5 1,000 19,7 150 1,6 6,13
31.03.2022 5 0,054 19,5 150 1,6 6,10
01.04.2022 5 0,179 18,7 150 1,6 7,15
02.04.2022 5 0,490 18,5 150 1,6 6,75
04.04.2022 5 0,484 19,6 150 1,6 7,29
05.04.2022 5 0,372 17,3 150 1,6 6,60
07.04.2022 5 0,068 17,5 150 1,6 9,20
08.04.2022 5 3,500 17,7 150 1,6 8,77
11.04.2022 5 2,000 18,5 150 1,6 8,39
12.04.2022 5 0,024 18,7 150 1,6 7,71
13.04.2022 5 0,025 18,8 150 1,6 8,35
14.04.2022 5 0,014 18,9 150 1,6 9,27
17.04.2022 5 0,477 18,3 150 1,6 8,33
19.04.2022 5 0,105 18,5 150 1,6 7,67
20.04.2022 5 0,442 18,7 150 1,6 6,30
21.04.2022 5 0,169 19,0 150 1,6 6,05
22.04.2022 5 0,305 18,7 150 1,6 6,35
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25.04.2022 5 0,179 19,2 150 1,6 6,24
26.04.2022 5 0,256 19,3 150 1,6 6,13
27.04.2022 5 0,343 19,7 150 1,6 6,00
28.04.2022 5 0,023 19,9 150 1,6 6,43
29.04.2022 5 0,027 20,0 150 1,6 6,83
05.05.2022 5 0,025 22,6 150 1,6 7,87
06.05.2022 5 0,027 22,7 150 1,6 6,31
09.05.2022 5 0,574 22,8 150 1,6 5,42
10.05.2022 5 0,314 22,4 150 1,6 6,90
12.05.2022 5 0,455 22,6 150 1,6 6,83
13.05.2022 5 0,602 22,7 150 1,6 6,63
16.05.2022 5 0,025 23,1 150 1,6 5,69
17.05.2022 5 0,324 23,1 150 1,6 5,84
19.05.2022 5 0,257 23,6 150 1,6 6,75
20.05.2022 5 0,258 23,8 150 1,6 6,66
25.05.2022 5 1,030 24,2 150 1,6 7,01
26.05.2022 5 0,024 24,1 150 1,6 6,77
27.05.2022 5 0,331 23,8 150 1,6 6,75
30.05.2022 5 0,276 23,1 150 1,6 7,15
31.05.2022 5 0,340 22,4 150 1,6 6,74
01.06.2022 5 0,357 23,8 150 1,6 6,79
02.06.2022 5 0,093 23,2 150 1,6 7,21
03.06.2022 5 0,121 23,1 150 1,6 7,41
06.06.2022 5 2,920 24,4 150 1,6 7,19
07.06.2022 5 0,248 24,8 150 1,6 7,07
08.06.2022 5 0,607 24,7 150 1,6 7,26
09.06.2022 5 0,121 24,6 150 1,6 7,49
10.06.2022 5 0,126 24,4 150 1,6 7,37
13.06.2022 5 0,481 24,7 150 1,6 6,77
14.06.2022 5 0,025 24,6 150 1,6 7,02
15.06.2022 5 0,457 24,1 150 1,6 6,99
16.06.2022 5 0,395 24,5 150 1,6 6,95
17.06.2022 5 0,622 24,4 150 1,6 3,76
20.06.2022 5 0,270 25,6 150 1,6 2,95
21.06.2022 5 0,189 24,8 150 1,6 4,60
24.06.2022 5 0,055 25,1 150 1,6 4,66
27.06.2022 5 0,512 25,8 150 1,6 4,86
28.06.2022 5 0,400 26,0 150 1,6 511
29.06.2022 5 0,122 25,8 150 1,6 5,20
30.06.2022 5 0,423 25,8 150 1,6 5,62
01.07.2022 5 0,173 25,6 150 1,6 5,66
04.07.2022 5 0,334 26,0 150 1,6 5,76
17.07.2022 5 0,003 25,3 150 1,6 7,29
18.07.2022 5 1,450 25,1 200 1,2 6,67
19.07.2022 5 0,817 25,5 200 1,2 5,86
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