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Anotace

Tato prace vznikla s cilem vytvofit novy typ nosi¢e biomasy pro podporu post-treatment
procesti na Cistirnach odpadnich vod. Byly vyvinuty a otestovany dva typy nosica
biomasy — 3D mikrovldkenny sendvi¢ové struktury a nanovlakenny v podobé core/shell
struktury. Nejprve probihala selekce a testovani vhodnych materialt a struktur. Nasledné
byly postupnym vyvojem vytvareny a testovany rizné formy nosici do té doby, dokud
nedoslo k vytvoreni nosice pozadovanych parametrti a i€innosti pro zvoleny biologicky
proces. Porovnanim nosi¢i bylo dosazeno zavéru, Ze nanovlakenné 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 rast biofilmu s aktivnimi bakteriemi. Oba
vyvinuté nosic¢e maji oproti komer¢né dostupnym mnohem lepsi vlastnosti pro adhezi
bakterii a nasledny rust biofilmu a jsou vyuzitelné pro rizné procesy. V ramci prace
vznikla fada vystupi a poznatki pfispivajicich oboru Cistirenstvi a biofilmovym

procesum predevsim z hlediska hodnoceni biofilmu a struktur nosice.
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biofilm; c¢isténi odpadnich vod; mikrovldkna; nanovlakna; nitrifikace; nitrifikacni

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 poutzitych zkratek a symboll

AC — stfidavy proud

AOA - amoniak oxidujici archea

AOB - bakterie oxidujici amoniak

BSK — biochemicka spotieba kysliku

CE - sbérna elektroda

CO; — oxid uhlicity

COV - ¢istirna odpadnich vod

DC — stejnosmeérny proud

DNA - deoxyribonukleova kyselina
Et-OH - etanol

EPS - extracelularni polymerni latky
FDA — americky ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
Fe — zelezo

Fe>03 — oxid zelezity

Fe304 — oxid zeleznato-zelezity

FISH - fluorescencni in-situ hybridizace
H — vlhkost

HRT — hydraulicky reten¢ni Cas

CHSK - chemicka spotieba kysliku

KF — konfokalni mikroskopie

KH>POj4 — dihydrogenfosforecnan draselny
KoHPO4 — hydrogenfosfore¢nan draselny
KTJ - kolonie tvorici jednotky

MBR — membranovy bioreaktor

MBBR — moving bed biofilm reactor
MO - mikroorganismy

N — dusik

NaCl — chlorid sodny

NaHCOs — hydrogenuhlicitan sodny
Na>HPO4-2H>0 — hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat
NaOH - hydroxid sodny

NGS - sekvenovani nove generace



NH4Cl — chlorid amonny

NH;4-N — amoniakalni dusik

NOB - bakterie oxidujici dusitany
NO>-N — dusitanovy dusik

NO3-N — dusi¢nanovy dusik

O — kyslik

PBS - fosfatovy pufr

PES — polyester

PET - polyethylentereftalat

PMA-qPCR - propidium monoazide—quantitative polymerase chain reaction

POP — polypropylen

PO4-P — fosfore¢nanovy fosfor

PUR - polyuretan

PVB - polyvinylbutyral

PVDF - polyvinylidenfluorid

gPCR - kvantitativni polymerazova fetézova reakce
QS — quorum sensing

RNA - ribonukleova kyselina

SE - zvlaknovaci 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. UvVOoD

Techniky vyroby mikro- a nanovlakennych materiald se spolecné s jejich
aplikacemi v biotechnologiich dynamicky rozviji. MozZnosti vyuziti poznatka z této
oblasti je vyvoj a testovani nosi¢i biomasy, resp. materialG podporujici rychlou
imobilizaci mikroorganismi (MO) na jejich povrch nasledovanou tvorbou biofilmu.
Protoze fyzikalné-mechanické vlastnosti mikro- a nanovlakenného nosie maji
vyznamny vliv na rychlost mikrobialni kolonizace a funkcnost biofilmu, variabilita
parametru pii pripravé nanovlaken (material, modifikace, struktura a morfologie povrchu,
smacivost apod.) umoziuje 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 buriky nebo ve formé bunécnych agregatti a vlocek.
Cilen¢ pfipravené nosiCe biomasy mohou presné odrazet potieby urcitého
biotechnologického procesu, resp. danych MO a tim zlepSit jejich Uc¢innost v dané
aplikaci. Potencionalné vyuzitelnych materiald pro pfipravu nosi¢i biomasy
aplikovatelnych v oblasti &isténi odpadnich vod (COV) existuje cela fada, aviak jen
nékteré z nich spliiuji vSechna potfebna kritéria (biologickd a mechanické stabilita,
vhodnéa morfologie povrchu, netoxické ucinky na okolni prostfedi a proudéni v daném
médiu). Vyvoj mikro- a nanovlakennych nosi¢u pro Cistirenské ucely je pomérné nové
téma, dulezita je detailni charakterizace piipravenych materialt, laboratorni
a poloprovozni biologické testovani s vybranymi bakterialnimi druhy a orientace na
finalni stupné Cisténi odpadnich vod, tzv. post-treatment. S rozsifujicimi se legislativnimi
pozadavky na snizovani objemu odpadnich vod a koncentraci sloucenin dusiku v nich
obsazené je nutné vyvinout u¢inngjsi technologie odstrariovani téchto sloucenin, které 1ze
snadno aplikovat na stavajici Cistirny odpadnich vod. Dulezité je snizovani produkce
odpadnich vod na ekvivalent obyvatel, coz znamené vyssi koncentrace znecCistujicich
latek na jedné strané a uvadény legislativni tlak na nizsi koncentrace a celkové mnozstvi
kontaminantd v odtoku z COV na strané druhé. Tyka se to zejména komerénich
acitlivych oblasti se zvlas§tni ochranou, kde je nutné snizit koncentrace dusiku
v odpadnich vodach na minimum.

Cilem této prace bylo vyvinout a otestovat novy typ nosiCe biomasy pro
environmentalni biotechnologie, primarné pro nitrifikaéni MBBR systémy cisténi
odpadnich vod. V ramci prace vznikla fada prototypt nosica, které jsou aplikovatelné do

praxe a velkym pfinosem bylo ziskani novych znalosti v oblasti biofilmovych procesu.
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2. PREHLED O SOUCASNEM STAVU PROBLEMATIKY

Environmentalni biotechnologie je rychle se rozvijejici obor. Do tohoto odvétvi 1ze
zaradit i Cisténi vod, kdy rozvoj spolecnosti a jejich narokt klade stale vice pozadavkt na
metody, které slouzi k udrzovani kvality vod. Tento rozvoj zaroven vede ke zvySovani
koncentraci polutantti v zivotnim prostedi. V této praci je feSen vyvoj a aplikace nového
typu nosi¢e biomasy a jeho pouziti v COV systémech za Glelem udrzet kvalitu
vypousténych odpadnich vod na co nejvyssi trovni.

Nejcastejsi metodou odstrariovani dusikatych 1 dalSich latek z odpadnich vod je
konvenéni proces s aktivovanym kalem. Je ekonomicky efektivni a Setrny k zivotnimu
prostfedi, ale ma znacné naroky na prostor (velké biologické reaktory a usazovaci
nadrze), zejména v piipad€ vysSich pozadavki na kvalitu odpadnich vod a neustalé
nutnosti recyklovat veskerou biomasu ve vicestupnovych systémech (Leyva-Diaz et al.
2017). MO v biofilmu maji oproti jejich pfitomnosti v suspendovaném kalu nékolik
vyhod: udrzeni pomalu rostoucich bakterii v systému, vyssi odolnost vii¢i zat€zi prostiedi
(pH, toxicke slouceniny), vynikajici stabilita ve vodnim prosttedi, rychlej§i komunikace
mezi buitkami a vétsi kontaktni plocha mezi bakteriemi a polutanty (Dzionek et al. 2016;
Shao et al. 2017). Navic lze v ptipadé biofilmového procesu v post-treatmentu odstranit
i nizké koncentrace sloucenin dusiku pomoci specifickych nosict biomasy bez nutnosti
slozité separace a odstraiiovani kalu (Forrest et al. 2016; Xiao et al. 2016). V soucasné
dobé probiha nékolik laboratornich a pilotnich studii s nosici biomasy, které se pouzivaji
k zefektivnéni odstraniovani TN, TP a NH4-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 komercné dostupné nosice a nezamertu;ji
se na jejich vyvoj. Navrh a testovani novych nosi¢i biomasy muze podpofit stavajici
systémy COV a piispét tak k eliminaci nizkych koncentraci obtizné odstranitelnych
zneCistujicich latek. Ne€kolik studii potvrdilo ucCinnost nosi¢t v nitrifikacnich
a denitrifikacnich systémech (Iannacone et al. 2020; Lima et al. 2021; Wang et al. 2020a;
Zhang et al. 2021), ktera obecné zavisi na velikosti povrchu nosice, morfologii, porozité
materialu, procentudlnim objemu plnéni, hustoté materiadlu, organickém zatizeni a na

intenzité aerace (Ahmad et al. 2017a; Chaali et al. 2018; Massoompour et al. 2020).
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Mnozstvi dostupnych materiald a zpusobll jejich zpracovani (modifikaci)
arozvijejici se poznatky o Cistirenskych procesech poskytuji Siroké moznosti pro vyvoj
ucinnych, levnych a ekologicky Setrnych nosi¢t biomasy, zejména pro post-treatment.
Struktura povrchu nosice je nezbytna pro rust biofilmu. Sila biofilmu urcuje ucinnost
sledovanych procesu, kdy v tomto piipadé€ velmi zalezi na konkrétnim procesu; v MBBR
systémech se v soucasnosti cili na tenky a ucinny biofilm, kde pfestup substratu
a akceptoru elektrond je velmi rychly. Porozita materialu je zasadni pro vytvoreni
pozadovaného aerobniho nebo anoxického prostfedi (Liu et al. 2020b) a pfipadné
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. provzdusinované nitrifikacni nadrze).

Pochopeni mikrobiologickych procest pii ¢isténi odpadnich vod je rozhodujici pro
zavadéni novych technologii, stejné¢ jako v pfipadé kratkodobého monitorovani
zavedenych systémi COV (Gomez et al. 2012; Zhang a Jiang 2019). Molekularnd
genetické metody (FISH — fluorescencni in-situ hybridizace; qPCR — kvantitativni
polymerdzova retézovd reakce; NGS — sekvenovdni nové generace) jsou nezbytné pro
hodnoceni aplikaci nosi¢i biomasy v biologickych procesech spolu s metodou
respirometrie, ktera je rovnéz nezbytna pro celkové hodnoceni jejich G¢innosti. Primarni
tlohou pouzivanych metod molekularni genetiky na COV obecng, a zejména v systémech
MBBR urcenych pro odstraniovani dusiku, je ovéfit pfitomnost nitrifikacnich bakterii
AOB (bakterie oxidujici amoniak) a NOB (bakterie oxidujici dusitany) a nasledné je
kvantifikovat nebo identifikovat (Felfoldi et al. 2015; Reboleiro-Rivas et al. 2015).

2.1. Nanomaterialy v biotechnologiich

S rostouci industrializaci a urbanizaci se zivotni prostiedi stale vice znecistuje.
Konvenéni techniky, jako je filtrace, odstfed’ovani a biologické Cisténi jsou mnohdy
omezené efektivni pro dosazeni nizsich koncentraci specifickych znecistujicich latek,
zejména u koncentrovanych odpadnich vod. Proto existuje potfeba vyvoje novych
a pokroCilych technik pro monitorovani a udrzovani zivotniho prostiedi.
Nanotechnologie mohou byt feSenim vySe uvedenych problému, jelikoZz jejich vlastnosti
jsou vhodné pro separace nebo transformace Sirokého spektra antropogennich polutanta.
Pro fadu riznych odvétvi jsou vyvijeny nanocastice a produkty tvorené nanoelementy —

membrany, filtry, katalyzatory aj. Ty se charakterizuji alesponl jednim nanometrovym
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rozmérem a vysS§im 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 spliiuji nékolik zakladnich pozadavkii — nulova toxicita,
dostupna metoda pripravy, kompatibilita s biologickymi systémy, definovana struktura
a znamé chovani (transformacni procesy) v zivotnim prostiedi. Formy nanomateriala
mohou byt rizné, ale predevsim se jedna o nanocastice nebo nanovlakna (Sahu et al.
2019).

Mezi nejrozsifené)si metody pfipravy nanovlaken patii elektrostatické zvlaknovani
a to predevs§im kvuli schopnosti vyrabét nanostruktury s jedine¢nymi vlastnostmi, jako je
velky specificky povrch, nastavitelna porozita a mnohé dal§i (Haider et al. 2018).
Vyhody/nevyhody elektrostatického zvlaknovani, principy a dalsi specifika jsou popsany
v publikaci (Havlicek et al. 2020), ktera vznikla v ramci této disertacni prace. Je znamo
mnoho zplUsobli pfipravy nanovlaken, kterymi lze wvyrobit materidly o riznych
strukturach a vlastnostech. Pro biologické aplikace je zasadni morfologie povrchu
avnitini struktura pfipravenych nanovlaken, které mohou byt ovlivnény ruznymi
parametry — typ polymeru nebo rozpoustédla, koncentrace polymeru (a s tim souvisejici
viskozita roztoku), pouzita zvlaknovaci elektroda a jeji vzdalenost od kolektoru, rychlost
odparovani kapaliny, povrchovy naboj, vlhkost prostredi 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, praméru vlaken, porovitosti, hustoty
a hmotnosti nanovlakenné vrstvy a piipadné dalsich parametrt (Sirc et al. 2012). Existuje
mnoho biotechnologickych obort vyuZivajicich benefity nanomaterialt, avsak
v nasledujicich odstavcich budou uvedeny ty oblasti, které jsou vyznamné pro tuto
védeckou praci.

Vyuziti nanotechnologii pfi Cisténi vod a sanaci zivotniho prostfedi méa znacny
potencial, jak prokazalo nékolik studii i jiz provedenych redlnych aplikaci. Tradicni
technologie Cisténi nenabizeji vzdy nejhospodarnéjsi feSeni pro odstranéni smesi nékolika
béznych zneciStujicich latek a nemusi byt ekonomicky efektivni pro odstraiiovani
specifickych polutantt (t€Zké kovy, rizné organické a anorganické slouCeniny, pripadné
nebezpecné MO) pritomnych v nizkych koncentracich. Navic mnohé z téchto technologii
jiz dosahly svych limiti a nemusi byt schopny plnit stale pfisn€j§i normy tykajici se
kvality vod. Také se ukazalo, ze mnoho technologickych uprav na bazi nanotechnologii

funguje velmi dobfe i jako dopln€k technologii bézné pouzivanych (Adeleye et al. 2016;
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Werkneh a Rene 2019). Pro upravu 1 cCisténi vod jsou v poslednich letech intenzivné
vyvijeny a aplikovany nanovladkenné membrany pfipravené elektrostatickym
zvlaknovanim, které maji vysokou porozitu, vysoky specificky povrch a unikatni vnitfni
strukturu umoziujici filtraci 1 velmi malych ¢astic se souCasnym zachovanim
pozadovaného prutoku (Cui et al. 2020). Navic je 1ze snadno funkcionalizovat, ptipadné
vytvaret kompozitni struktury pro dosazeni maximalni efektivity. Znecisténi membran,
resp. biofouling je nevyhnutelnym problémem pfi vsSech filtracich vyuzivajici
membranové technologie. Pfidani funkc¢nich 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 predevsim karbonové nanotrubicky, materialy
na bazi grafenu a nano-kovové oxidy (Santhosh et al. 2016).

Magnetické nanocastice (pfedevsim , zero-valent” Fe, Fe3O4, Fe203) jsou dal§im
vyznamnym materiadlem pro biotechnologie. Mohou byt aplikovany ve své pavodni
formé, funkcionalizované nebo pfidané do vétSich matric. Maji rizné fyzikalné-chemické
vlastnosti vyplyvajici z rozdilu v jejich oxidacnich stavech. Schopnost odstraiiovat
polutanty z vod je dana na zakladé oxida¢né-redukcnich mechanismi (Mohammed et al.
2017). Vzhledem k tomu, ze magnetické nanocastice jsou jiz n€jakou dobu zavedeny
v lékarskych aplikacich a jsou schvaleny americkym ufadem pro kontrolu potravin a 1éciv
(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, kterd pomaha vyvijet a aplikovat magnetické nanocastice s minimalni
toxicitou pro procesy ve vodach (v€etné€ vod odpadnich). Dalsi vyhodou magnetickych
nanocastic z hlediska jejich odstrafiovani a osudu ve vodném prostiedi je skuteCnost, ze
je lze jednoduse ziskat zpét aplikaci magnetického pole (Gehrke et al. 2015). Navic,
magnetické nanocastice mohou byt inkorporovany do nanovlakennych vrstev, ¢imz
vznikd material kombinujici vyhody téchto dvou nanostruktur.

Obecné tedy vyuziti nanotechnologii v oblastech sanace vody a Cisténi/Gpravy vod
prispiva k odstranéni znecistujicich latek, patogeni 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 prinasi

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

Obecné jsou nosice biomasy z materiala (dfevo, 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 odlisn€. Vlastnosti nosi¢e (struktura povrchu, smacivost, naboj a dal§i) maji
vyznamny dopad na miru mikrobialni kolonizace a funk¢nosti biofilmu (Liu et al. 2017).
MO se mohou piizpusobit riznym podminkam podle typu svého metabolismu (vyzivy),
a tedy i vhodné pfipraveny, popf. modifikovany material mize podporovat rust, resp.
reprodukci bakterii (v€etné bakterii pouzivanych pii ¢iSténi odpadnich vod).

Charakteristické vlastnosti nosice 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 nekterych piipadech muze byt vyzadovana synergie mezi aerobnimi
a anoxickymi podminkami a toho lze docilit zvolenymi parametry nosice. Vhodna
velikost (vCetn€ velikosti vnitinich pérd) umoznujici rast kvalitniho biofilmu (s vice
druhy MO) zajisti i€inné odstranovani polutantii z odpadnich vod (Ahmad et al. 2017a).
V soucasné dobé je pouziti nosici biomasy jedna z moznosti, jak zvySovat ucinnosti
stavajicich COV bez nutnosti finanén& naroénych stavebnich Gprav objekt.

Dnes je znamo né€kolik typt nosi¢i biomasy vyuzivanych pro rizné procesy na
COV. Piehled komer&né dostupnych nosi&a biomasy je uveden v publikacich (Morgan-
Sagastume 2018; Al-Amshawee et al. 2020; di Biase et al. 2019). Jejich vyroba je
primarné feSena vytlaCovanim nebo lisovanim plastid. Dale se pro pfipravu vyuZzivaji
techniky jako jsou: 3D tisk, povrchova uprava Cisté piirodnich organickych materialt,
metody vyroby nanovlaken (elektrospinning, melt-blown), fyzikalné-chemické upravy
stalych materialt, pfipadné dalsi metody (di Biase et al. 2019; Nechanicka et al. 2021).
Komeréni nosi¢e biomasy se vyznacuji jednoduchosti jejich vyroby, ale nemaji
dostatecné fragmentovanou povrchovou a vnitini strukturu pro rychlou adhezi MO.
Jednotlivé vrstvy nebo specificky povrch nano- a mikrovlakennych nosici vyvijenych
vramci této prace poskytuji vhodné prostiedi pro =zachyceni vlocek kalu
béhem inokulacni faze. Potom nasledné dochazi k pfenosu a zachyceni specifickych

bakterii do struktury nosi¢e a vytvaii se biofilm. Vznik biofilmu je doprovéazen

16



nasledujicimi kroky: (1) pocatecni pfipojeni planktonickych MO vystavenim povrchu
nosi¢e vodnému médiu; (2) ireverzibilni adheze po produkci EPS (extracelularni
polymerni latky) zprosttedkované MO, polyhydroxylové skupiny v EPS kolonizuji
bakterie k povrchu prostfednictvim vodikovych vazeb; (3) tvorba jednovrstvych
mikrokolonii na pevném povrchu v dusledku replikace prvotnich kolonizatort; (4) zrani
biofilmu do trojrozmérného usporadani pfipojenim elementi a novych planktonickych
bakterii z okolniho prostredi; (5) disperze nebo expanze aktivnimi a pasivnimi procesy,
pii kterych se pfisedlé buriky biofilmu obalené matrici pfeméfiuji 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 odstrafiovani dusiku z odpadnich
vod. Bioreaktor s pohyblivym lozem (MBBR) je pokrocila technologie pro cisténi
komunalnich i1 prumyslovych odpadnich vod. Dilezita soucast tohoto systém je praveé
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 Cisténi odpadnich vod. Vyzkum dosahl v poslednim desetileti
vyznamné dynamiky, coz vedlo k riznym vylepSenim téchto systému od jejich pavodnich
prototypu. Procesy MBBR se ukazaly jako vyznamné pro ob&hové hospodarstvi diky
jejich vysokému potencialu odstrafiovani polutantt ve vodach (Saidulu et al. 2021). Tato
technologie je pouZitelna pro §irokou Skalu prutokd odpadnich vod od 10 000 do 150 000
m? za den (Barwal a Chaudhary 2014).

V ideéalnim piipadé jsou MBBR systémy zcela promichany bez mrtvého prostoru
a pouzivaji se k modernizaci biologickych systémt COV, skrap&nych filtri nebo jinych
procest. Pracuji v nepfetrzitém provozu a nejsou ovlivilovany problémem zanaseni, ktery
muze vyzadovat zpé€tné proplachovani nebo Castou udrzbu. Ve srovnani s nepohyblivym
biofilmovym systémem ma MBBR mnohem vétsi celkovy specificky povrch pro rast
biofilmu. Kdyz jsou suspendované porézni nosi¢e biofilmu kontinualné michany
v provozované provzdusnovaci nadrzi, jak je zndzornéno na obrazku 1A, aktivni biomasa

je tvofena na povrchu téchto nosi¢li. V tomto pfipad€ maji nosi¢e o néco mensi hustotu
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nez voda, coz zpusobuje jejich vznaseni ve vodé a snadné promichavani pomoci
vzduchovych bublin. Zde dochazi k efektivnimu transportu kysliku a polutantt
k bakteriim v biofilmu (Lariyah et al. 2016). Dle nastaveni hustoty nosi¢t a zptsobu
michani 1ze MBBR vyuzit pro aerobni i anaerobni procesy (Obrazek 1B). Pii vyvoji,
modifikacich a zjistovani riznych parametri MBBR jsou zasadni matematické modely,
na zakladé kterych l1ze predikovat chovani jednotlivych casti tohoto systému (Xie et al.

2020).

Natok Odtok Nétok Odtok

]
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 odstrafiovani BSK, nitrifikaci a/nebo
denitrifikaci.
2. Jako predfazeny proces pred systémem aktivovaného kalu pro odstranéni
organickeé slozky z Cisténé odpadni vody, napf. 1 jako selektor.
3. Jako post-treatment pro eliminaci zbytkovych koncentraci dusikatych latek

a dalSich specifickych polutanta (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 polutantu,
snizend 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 oveérovani funkénosti nosi¢li biomasy vyuzivan post-nitrifikacni

MBBR. Nitrifikace je v téchto systémech velice funkéni 1 za podminek limitujicich
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klasicky nitrifikacni proces (napf. 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 polutantd najednou (Cimbritz et al.
2019). MBBR jsou velmi vhodné pro post-treatment na COV, tedy pro do¢istovani
odpadni vody (eliminaci nizkych koncentraci polutanttl), ktera jiz prosla standardnimi
Cistirenskymi procesy, a ktera zaroven obsahuje nizké koncentrace velkého mnozstvi

(mikro)polutantii 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, — NOj

Nitrifikace (Obrazek 2) je soucasti druhého kroku mineralizace organické hmoty,
kterym se z organického dusiku v pudé stava mineralni (anorganicky). Je provadéna
nékolika riznymi skupinami MO, pfevazné bakteriemi oxidujicimi amoniak (AOB),
amoniak oxidujicimi archei (AOA) a bakteriemi oxidujicimi dusitany (NOB). VSechny
tyto MO jsou aerobni (pfi procesu je potfeba udrzovat hladinu kysliku na urcité arovni)
a prevazné autotrofni. Dale jsou znamy bakterie anammox, které provadi pitimou
anaerobni oxidaci amoniaku na plynny dusik, avSak jsou velmi narocné na okolni
podminky (pfevazné teplotu). Konvenéni nitrifikace probiha v padach, sedimentech
avodé a je spojena s denitrifikaci v prostiedi s nizkym obsahem kysliku. Rychlost
nitrifikace je urCena predevsim faktory prostfedi, 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 (NH4-N) a mira koncentrace dusitant v systému jsou zasadni pro

vyhodnoceni ucinnosti nosi¢t biomasy v procesu nitrifikace.
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Obr. 2 Schéma kompletniho cyklu dusiku pri cisténi odpadnich vod: (1) aerobni oxidace
amoniakalniho dusiku, (2) aerobni oxidace dusitanii, (3) redukce dusicnanii na dusitany,
(4) redukce dusitanii 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 (vCetné nitrifikace) je rychlost pfenosu kysliku do
bunék 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 vétsiné pripadech limitujici
substrat. Naptiklad koncentrace 2 mg/l O> v kapalné fazi reaktoru bude limitni pro
koncentraci amoniaku 0,6 mg/l. V piipadé souCasné oxidace organické hmoty
a nitrifikace urcuje strukturu kompartmentu aerobniho biofilmu konkurence mezi
heterotrofnimi a autotrofnimi (nitrifikacnimi) bakteriemi. Kdyz je pomér Oo/CHSK velmi
maly, aerobni kompartment je zcela ovladan heterotrofnimi bakteriemi a nitrifikace

v biofilmu neprobiha (Sperling 2007).

2.5. Metody analyzy biofilmu

Dynamika biofilmu a jeho komplexni architektura vytvari vyzvy pro meéfeni
tykajici se poCtu zivotaschopnych bunék, akumulace hmoty, morfologie biofilmu
a dalSich kritickych vlastnosti. Tyto vyzvy nespocivaji v samotnych méfenich, ale
v nedostatku standardizovanych protokoli pro vyhodnocovani. Napiiklad meéfeni
akumulace biofilmu se muze zaméfit na celkovou susinu, celkovy organicky uhlik, pocet

zivych bunék 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 dostavame pohled do
jeho struktury, predstavu o aktivite¢ a kvalitativni, resp. kvantitativni informace
o jednotlivych MO. Problémem muze byt snaha o porovnani vysledkii z jednotlivych
metod, které se lisi principem stanoveni. Na druhé strané je zapotfebi provedeni vice

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

2.5.1. Respirometrie

Respirometrické testy jsou Siroce pouzivanou metodou v oblasti Cisténi odpadnich
vod k charakterizaci rznych &asti COV, posouzeni toxickych/inhibi¢nich G&inkd a ke
kalibraci matematickych modelti. Respirometrie maze poskytnout informace souvisejici
s kinetikou a stechiometrii biologickych procesti. Pomoci respirometrie je pribéh
aerobniho biologického rozkladu latek sledovan na zakladé zmeén slozeni plynné nebo
kapalné (volumetrie) faze probihajicich v disledku mikrobialnich pochodii v uzavieném
nebo otevieném testovacim systému (Mainardis et al. 2021). Standardni postupy
stanoveni zakladnich ukazateli biodegradace jsou v zavislosti na typu prostiedi
predepsany ¢eskymi i mezinarodnimi normami.

V této praci je vyuzivana respirometrie v uzavieném systému, kdy je v pfistroji
Micro-Oxymax méfena zména slozeni plynné faze (obsah COz a O, ptipadné jiné plyny).
Principem je proudéni vzduchu z lahvi se vzorky v uzaviené smycce skrze detektory.
V prabéhu procesu se detekuji koncentra¢ni zmény a ty jsou systémem pievadény na
spotteby Oz a produkci CO» pii standardnich podminkach. Pii hodnoceni u¢innosti nosict
biomasy je tato metoda velmi presna 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 reakci
v biologickém systému. V piipadé¢ nitrifikace je méfena rychlost a Uc¢innost premény
amoniakalniho dusiku na dusi¢nanovy. Pro ovéfeni kompletnosti nitrifikace je
analyzovan dusik dusitanovy. Rizné kinetické parametry musi byt méfeny pro stanoveni
nitrifikacni kapacity reaktoru. Vyvoj kinetiky je nezbytnou znalosti pro pochopeni
a kvantitativni analyzu procest usnadfiujicich optimalizaci biologického reaktoru. Kromé
toho kinetické modely popisuji dynamiku biologického procesu, vliv koncentrace

substratu a parametra 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 rastu specifickych bakterii (Bhattacharya a Mazumder 2021).

2.5.3. Molekularné genetické metody

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

Nukleotidova sekvence ¢i cela buitka mize byt pod fluorescencnim mikroskopem
vizualizovana pomoci fluorescencnich sond komplementarnich k tseku 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. Pti zvySené teploté (az 75 °C) dojde k rozvolnéni dvousroubovice DNA
vySetfovaného vzorku i sondy (denaturace). Pii nasledném ochlazeni (37 °C) se sonda
specificky vaze do vySetfovaného mista (hybridizace) a nasledné lze pod mikroskopem
pozorovat fluorescenci, kterd znaci pfitomnost 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 zalozené na obrazové (softwarové) analyze mikroskopickych snimku
z fluorescencniho mikroskopu. Existuje cela fada zpasobti od prostého hodnoceni
intenzity barev pfes propracované komercni programy hodnotici nékolik parametrt
(intenzita a odstin barev, tvar objektd, 3D prostor aj.) souCasné az po pokrocilé metody
vyuzivajici neuronove site.

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 (namnozen¢) dvoutetézcové 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 qPCR je
cyklické opakovani tii kroku s rozdilnymi teplotami: (1) denaturace — rozvolnéni DNA,
(2) hybridizace primerti — nasednuti primert na specifické useky v DNA, (3) elongace —

syntéza DNA (Biassoni a Raso 2016).
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Platformy NGS provadéji masivné paralelni sekvenovani miliont fragmenti DNA
z jednoho vzorku. Tato technologie provadi vykonné mapovani vzorkad, které umoziiuje
sekvenovat cely genom za méné nez jeden den. V poslednim desetileti bylo vyvinuto
nekolik platforem NGS, které jsou pomémé levné a zaroven vysoce vykonné. Dvé
platformy, které jsou dnes nejCastéji pouzivané ve vyzkumu a klinickych laboratofich
jsou Life Technologies Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM) a Illumina MiSeq.
Zakladni pracovni kroky obou technologii jsou znazornény na obrazku 3 (Grada

a Weinbrecht 2013).
PRIPRAVA TEMPLATU

Genomova DNA nebo cDNA
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Obr. 3 Schéma zdkladnich krokii sekvenovdni nové generace (pro platformy lon 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 odstranovani substratu (polutantt). Pro stanoveni viability bun€k se pouzivaji
metody KTJ (kolonie tvoftici jednotky), PMA-qPCR (Propidium monoazide—quantitative
polymerase chain reaction), prutokova 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 zalozeny na specifickém
meéfeni pritomnosti biofilmu (nebo jeho Casti) ¢i aktivity bunek pfipojenych k povrchu po
jejich opakovaném promyvani. Obtiznéjsi je pfima kvantifikace poctu bun€k tvoricich

biofilm kvuli slozitym strukturam vytvorenym béhem jeho rastu (Corte et al. 2019).
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3.

CiLE DISERTACNI PRACE

Cile této prace byly v pocatku stanoveny obecné€, jelikoz vyuziti nanomateriala

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

Casti a vyvojem novych védeckych poznatki byly cile konkretizovany. Predevsim bylo

zjisténo, ze vyvoj nanovlakenného nosice biomasy se neobejde bez souc¢asného vyvoje

nosi¢e mikrovlakenného, na kterém lze ve , vétSim meéfitku“ pozorovat jednotlivé

charakteristiky a je mozné porovnat jednotlivé struktury mezi sebou. Vyvoj

mikrovlakenného nosice probihal ve spolupraci s Katedrou technologii a struktur (FM,

TUL).

Cile této prace byly zformovany do nasledujicich bodu:

1.

Vyvoj, pfiprava a testovani mikro- a nanomateriali (mikro- a nanovlakennych
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¢i biomasy — porovnani
komercnich a pfipravenych nosici, vybér vhodného materialu a tvar nosice pro
uplatnéni ve findlnich stupnich ¢isténi odpadnich vod (post-treatment).

Analyza biofilmu a souhrn vhodnych metod pro jeho hodnoceni.

Vyvoj a priprava finalniho nosi¢e biomasy presné definovaného tvaru, hmotnosti,
popi. dalSich fyzikalné-mechanickych parametri z vybrané mikro- nebo
nanovlakenné vrstvy a jeho laboratorni testovani.

Pilotni testovani pfipravenych nosicu na realné COV.

Pfiprava minimalné 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 nosicd

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
ptilnavost, vynikajici dielektrické vlastnosti a je odolny proti vlhkosti, diky cemuz je
stabilni ve vodném prostfedi (Akinay et al. 2019). Polyuretany (PUR) jsou tvofeny
takovymi chemickymi strukturami, které umoziuji 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
(POP) je linearni adi¢ni polymer propylenu; ma nejnizsi hustotu z komoditnich plasti:
0,89-0,91 g/cm?. Zpisob jeho vyroby miize ovlivnit jeho fyzikalni vlastnosti. POP ma
dobrou odolnost viaci chemikaliim, G¢inné zadrzuje vodni paru a je odolnéjsi
a pruhlednéjsi nez polyethylen. Diky vysokému bodu tani je vhodny pro aplikace se
zvySenou teplotou (Tajeddin et al. 2018). Polyestery (PES) vznikaji kondenzacnimi
reakcemi a ve svém zakladnim fetézci maji charakteristickou esterovou vazbu -
(RC=0O0R")-. PES maji typicky vysokou teplotu tani (250-265 °C) a vysokou krystalinitu
(Pruitt 2017). Typickym zastupem skupiny polyestera 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 (primérna molekulova hmotnost
2 000 amu) byl pfipraven v DMF (41 : 9 DMF : PUR;, w/w). Finadlnimu vybéru
predchazelo dikladné testovani, protoze musel splilovat parametry pro vSech 5 zptusobu
elektrostatického zvlaknovani. Tyto polymery byly vybrany, protoze jsou Siroce
vyuzivany v mnoha primyslovych odvétvich a vyrazné se lisi ve své struktufe
a materialovych vlastnostech. Pro pfipravu mikrovlakenného nosi¢e byly postupné
vyselektovany materialy POP a PET, které byly dodany od renomovanych firem ve formée
piizi. Kone¢ny vybér praveé téchto materialti byl zvolen na zaklad€ jejich nejvhodnéjsich

vlastnosti pro zvolené ucely.
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4.2. Laboratorni reaktor post-nitrifikace

Model biologického reaktoru (systém MBBR) se skladd z oteviené silnosténné
sklenéné nadoby o objemu 5 1 (pracovni objem 4 I). Na dné nadoby jsou instalovany
provzdusniovaci prvky po stranach napojené na dmychadlo (AirMac, DB40, 48 1/min),
které zajiStuje homogenni provzdusiiovani a promichavani systému (hrubé bubliny).
Schéma a fotografie bioreaktoru jsou zobrazeny na obrazcich 4 a 5. Pred zahgjenim
provozu jsou bioreaktory naoCkovany aktivovanym kalem z nitrifika¢ni nadrze méstské
COV. Syntetick4 odpadni voda pouZita v bioreaktoru obsahuje danou koncentraci NH4Cl
jako zdroj dusiku (pro post-nitrifikaci typicky do 10 mg/l), fosfatovy pufr (pfiblizné
8 mg/l) aNaHCOs3; pro stabilizaci pH. Ve vétsiné piipadech model funguje jako
chemostat, tedy prutony reaktor (objem natoku = objem odtoku) s bakteriemi
udrzovanymi na nosiCich biomasy. Nepfetrzity provoz zajistuji peristalticka Cerpadla
(Watson Marlow Sci-Q323). Hydraulicky reten¢ni ¢as (HRT) byl béhem testii nastaven
na 0,5-1 den (v zavislosti na experimentu). Reaktory obsahovaly rizné mnozstvi
testovanych nosicti 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.
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Obr.4 Schéma biologického reaktoru post-nitrifikace;, (1) nddoba s ndatokem,
(2) ndadoba pro zachytdvani odtoku, (3) cerpadlo natoku, (4) cerpadlo odtoku, (5) aerator,

(6) vzdusSnici kamen, (7) viastni 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 mens§im obejmu (15 1) je vyobrazena na obrazku 6. Na
pilotni COV pro komeréni zonu Dobroviz (COV Amazon) byla realizovana piiprava pro
provoz pilotniho MBBR modelu pro 1. fazi ovéfeni vyvinutého nosice. Pilotni reaktor
modeluje stuperi post-nitrifikace, tedy situaci, kdy je vétsina rozlozitelnych organickych
latek odstranéna, a také koncentrace NH4-N se pohybuje v urovni jednotek mg/1.

Na pocatku byla kolona inokulovana 100 mg/l kalu z nitrifikacni nadrze
a provozovana nekolik dni bez pfidavku NH4-N. Nasledné byl spustén ostry provoz
a testovani. Jako natok do kolony byla pouzita vycCisténa a prefiltrovana odpadni voda
s uméle pfidavanym amoniakalnim dusikem. NosiCe 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 pfi dobé€ zdrzeni do 4 hodin. Béhem
testovani byla také overena nitrifikacni schopnost bakterii v biofilmu za nizkych teplot
a pravidelnym méfenim aktivity nitrifikacnich 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 jimdni permedtu 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 1. Horni ¢ast je
oteviena s miizkovanym vikem. Ve spodni Casti jsou umistény dva vyvody, které slouzi
pro zavedeni vzduchu. Cela kolona je strategicky umisténa na COV Amazon tak, aby
bylo mozné pripojit 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/l; NO3-N 4-10 mg/I;
NH;4-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 Cerpana vykonnym cerpadlem Easy Invert 1000 (od Easy pump).
Pratok Cerpadla byl nastaven dle poZzadované doby zdrZeni. Jako polutant byl do systému
pfidavan vodny roztok chloridu amonného (NH4Cl) Cerpanim pomoci Cerpadla Watson
Marlow Sci-Q323 na vyslednou koncentraci cca 5 mg/l NHs-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 prepadem a celd kolona tedy byla fizena 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 zakladé predchozich zkuSenosti
a z teoretickych vypocti. Kontinualni provzdusinovani systému bylo zajisténo napojenim
kolony na rozvod tlakového vzduchu Cistirny, kdy intenzita je fizena pomoci dvou ventila

(Jeden umistén na vystupu z rozvodu vzduchu a druhy na vstupu do kolony).
- o -

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. Cerpdni surové vody z odtoku cCov: 4. privod vzduchu; 5. odtok; 6. privod

koncentrovaného vodného roztoku NH4Cl

Na pocatku byla kolona inokulovana 100 mg/l kalu z nitrifikacni nadrze
a provozovana 14 dni bez ptidavku NH4-N. Ihned po ukonceni této doby byl zpu§tén ostry
provoz s dobou zdrzeni 6 hodin a koncentraci NHs-N v natoku 5 mg/l. Pravidelné je

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

4.5. Pouzité metody elektrostatického zvlaknovani

Pro elektrostatické zvlakniovani byly pouzity zdroje stejnosmérného i stfidavého
napéti, pficemz metody byly rozliSeny podle typu pouzité zvlakiovaci elektrody
(Obrazek 8). Upravou parametrt zvlakiiovani bylo dosazeno srovnatelnych podminek pro

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

v biotechnologiich.

Tab. 1 Procesni parametry elektrostatického zvidkinovdni pro pripravu PVB

. Napéti na El. proud na
Vzdalenost N <

Metoda zvlaknovani elektrod clektrode / clektrode / T 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
. 3741/ 0,21 -0,22/

Nanospider (DC) 0,142 16—-18 02— 027 22-25 15-21
Jehla (DC) 0,120 18-22 max. 0,5 22-25 22-28
Odsttfedivé (DC) 0,095 15 max. 0,5 22-25 23-29

Tab. 2 Procesni parametry elektrostatického zvldakiovani pro pripravu PUR

Vazdalenost Napéti na El. proud na
Metoda zvlaknovani elektrod clektrode / clektrode / T H
[m] kolektoru kolektoru [°C] [%]
[kV] [mA]
AC elektrospinning - 35-37 max. 1,5 22-25 22-28
Tycka (DC) 0,120 17-23 max. 0,8 22-25 22-28
. 4044/ 0,21 -0,22/
Nanospider (DC) 0,142 16—-18 02— 027 22-25 15-21
Jehla (DC) 0,120 20-24 max. 0,5 22-25 22-28
Odsttfedivé (DC) 0,095 15 max. 0,5 22-25 23-29

Stiidavé elektrostatické zvlaknovani (AC)

Zatizeni pro tento typ zvlakifovani se skladd pfevazné z vysokonapétového
transformatoru s pfevodnim pomérem 36 000 /230 V, davkovaciho Cerpadla a elektrody.
Dalsi komponenty zajistuji bezpe€nost a umoziiuji konfiguraci zatizeni. Na rozdil od DC
metod se zde nepouziva klasicky kolektor, ale nanovlédkna jsou zachycovana napf. na
rotujici buben otacejici s definovanou rychlosti (Pokorny et al. 2014). Elektroda mé tvar
duté kovové tyCe se zakonCenim do tvaru kuzele. Polymer neustéle proudi ze zadsobniku

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

Zakladna zafizeni, kterd je umisténa v uzemnéném kovovém ramu, obsahuje
ty¢ovou elektrodu a kolektor. Elektroda je kladné nabita pomoci vysokonapétového
zdroje a vznikajici nanovlakna jsou vedena do kolektoru, ktery je bud’ zaporné nabity,
nebo jednoduse uzemnén. Dalsi podrobnosti o fyzikalnich parametrech ovliviujicich

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

Technologie Nanospider™ (DC)

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

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

DC jehlové elektrostatické zvlakfiovani

Princip stejnosmérného jehlového elektrostatického zvlaknovani je sice podobny
jako u stejnosmeérného elektrostatického zvlaknovani z tycky, je vsak mnohem citlivejsi
na jednotlivé nastavené parametry a pusobi zde fada jinych sil pasobicich na vznikajici
a letici nanovlakna. Zatizeni obsahuje zvlakniovaci elektrodu ve formé duté jehly. Roztok
polymeru prochazi ptes horizontalni davkovaci zafizeni az ke konci jehly, kde je na
vytékajici polymer aplikovano vysoké napéti (Yener a Jirsak 2012). Davkovaci zafizeni

je umisténo v definované vzdalenosti od stfedu kolektoru.

Odstredivé elektrostatické zvlaknovani

Odstredivé elektrostatické zvlakniovani je kombinaci klasického zptsobu tvorby
vlaken pomoci odstiedivé sily a elektrostatického zvlaknovani, tedy jednd se zde
o pusobeni dvou zakladnich sil soucasné€. Podstata metody spociva v rotaci ploché
zvlaknovaci trysky obsahujici roztok polymeru. Odstfedivé sily maji za nasledek
vytahovani vlaken, kterd jsou zachycena na kolektoru v jednom smeéru. Pfidanim zdroje
stejnosmérného proudu 1ze dosahnout stejné struktury vldken za pouziti nizsich rychlosti
(rotace) zvlaknovaci trysky, a navic se polymery stavaji lépe zvlaknitelné. Mezi
parametry, které mohou mit silny vliv na cely proces fadime rychlost zvlaknovaci 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).

—TT—— lj- Obr. 8 Schematické zndzorneni
DROI == ZDROY

ZASOBNIK

ROTACNI
ELEKTRODA

ROZTOKU

zarizeni pro (a) AC elektrostatické
zvldkiiovani (Pokorny et al. 2014),
(b) DC elektrostatické zvlakrniovani

z ty¢ky, (c) Nanospider™, (d) DC

|
1S
—
e

Jjehlové elektrostatické zvlakiovani

a (e) DC odstredivé elektrostatické

zvilakrniovani

Tab. 3 Stanovené vyhody a nevyhody pouZitych metod elektrostatického zvidakiiovani

Metoda

Vyhody / Nevyhody

AC elektrospinning

Ty&ka (DC)

Nanospider (DC)

Jehla (DC)

Odsttedivé (DC)

+ Vy$si produktivita, Siroka skala moznych uprav zatizeni.
— Bezpecnost (pfi praci), vEtsi rozptyl praméru vlidken.

+ Vhodné pro zakladni testovani, jednoduché nastaveni, maly primér
nanovlaken.
— Nizka produktivita, davkovani polymeru.

+ Vysoka (primyslova) produktivita, moznost volby a nastaveni rady
parametri, regulace okolnich podminek (teplota, vlhkost atd.).
— Cena.

+ Vhodné pro zakladni testovani, jednoduché nastaveni, maly primer
nanovlaken, moznost pripravy koaxialnich nanovliken.

— Nizsi produktivita, zna¢nd zavislost na nastavenych parametrech
(davkovani, napéti, okolni podminky atd.).

+ Moznost piipravy specidlnich nanovldkennych struktur, jednoduché

nastaveni.
— Velké pruméry vlaken, vrstvy Casto nehomogenni, defekty vlaken, velka
z4vislost na podminkach prostiedi.
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4.6. Pouzita pletarska technologie

Technologie pleteni byla vyuzita pfi pfipravé 3D mikrovlakenného nosic¢e. V tomto
ptipadé byla navazana ucinna spoluprace s Katedrou technologii a struktur (KTT, Fakulta
textilni, TUL), kde méli za tkol provést pre-screening (typ materialu, dostupné zptsoby
zpracovani pfize apod.) a vyrobu 3D nosiCe (vCetn€ ovéfeni materialovych
charakteristik). Modifikace vyrabénych nosict probihala na zakladé mnou stanovenych
pozadavka tak, aby byly splnény pozadované charakteristiky zasadni pro vyuZiti nosice
v daném procesu. Na zakladé vysledkii provadénych testi s jednotlivymi vyvojovymi
prototypy byla poskytovana zpétna vazba na KTT, kde dochazelo k postupnym upravam
nosice az do jeho finalni podoby.

Distan¢ni tkaniny (3D osnovni pleteniny) patii do skupiny osnovnich
oboustrannych uplett a je pro né€ typicky tieti rozmér (tloust’ka), ktery je nékolikanasobné
vys§i nez standardni tloustka osnovnich upletd. Distan¢ni uplet se sklada ze dvou
jednolicnich uplett, které jsou prevraceny, uvniti distancni tkaniny obvykle vyrabéné
s multifilamentem v jednom kroku. Rozmér stroje a linearni hustota multifilamentu zavisi
na ucelu pleteniny. Konecna aplikace téchto struktur také urcuje lapovani na obou
stranach tkaniny; struktura muze byt stejna nebo se mohou navzajem lisit. Konstrukce
distan¢ni tkaniny se fidi standardnimi pravidly lapovani. Jednolicni uplety spojuji
distanCni nit€ a jsou slozeny z monofilamenti. Technické pozadavky charakterizuji
distan¢ni tkaninu; parametry pletaciho stroje a linearni hustota multifilamentu pro
predni/zadni stranu urcuji vyznamny parametr — prumér monofilamentu.

Pro pochopeni vzhledu, konstrukce a vlastnosti osnovnich pletenin s dvojitym
lizkem je nutné navrhnout lapovaci pohyby vSech vodicich ty¢i spolu s navlékanim pfize,
diky ¢emuz je 3D konstrukce pleteniny jedinecna a vhodna pro specifické ucely. Pouziti
vhodné kombinace materiald umoziuje regulovat dalsi vlastnosti, jako je transport
vlhkosti, absorpce vody, splyvavost a tepelnda vodivost (Spencer 2001). Na zakladé
nezbytnych pozadavkt, které musi spliiovat nosi¢ biomasy, byl vyvinut 3D
mikrovlakenny nosi¢ jako 3D porézni struktura pomoci dvou-jehlovych tyCovych
raslovych stroji. Obrazek 9 ukazuje detail pouzitého stroje Rius MINI-TRONIC 806 pro
pleteni distancni struktury. U tohoto stroje je vzdalenost mezi jehelnimi tyCemi kritickym
parametrem, ktery urCuje (spolu s lapovanim) délku kust spojovacich pfizi a tim

i tloustku tkanin (Kyosev 2019).
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Obr. 9 Fotografie detailu hlavniho 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 systému. Je vysoce zadouci testovat
intaktni biofilm, tj. narostly na nosicich, nez se pokouset o jeho separaci (napt. setfenim
nebo vytfepanim), coz by mohlo zasadnim zptusobem ovlivnit vysledky respiraci (Lu et
al. 2020).

U vSech respirometrickych méfeni byl dodrzovan obdobny postup. Jako médium
byl pouzit odtok z COV, ktery byl samostatn& 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 KH2POy; 21,75 g KoHPOy; 33,4 g NaHPO4-2H>0 na 1 1 destilované vody), ktery
slouzil pro udrzovani pH. Do takto ptipraveného média byly vlozeny testované nosice
biomasy vzdy tak, aby zaujimaly piiblizné stejny povrch (s ohledem na velikost nosice
kvili jeho michani v médiu béhem experimentu). Nosi¢ X po 1 ks; nosice S, M, XL po
dvou kusech; nanovlakenné nosice ruzn¢ dle jejich velikosti a AnoxKaldnes K3 po dvou
kusech. Pokud v ramci experimentu byla pouzita odlisné efektivni plocha porovnavanych
nosicl, tak vysledna respirometricka data byla pfepoCitana na jednotkovou plochu.
Stanoveni respirac¢nich aktivit probihalo na zafizeni Micro-Oxymax (Obrazek 10) od
Columbus Instruments (USA). Zmény koncentrace kysliku jsou v pfistroji méfeny
pomoci paramagnetického senzoru a oxid uhlicity je detekovan infraervenou

spektroskopii. Méfeni probihalo do ukoncCeni aktivity mikroorganismi a vzdy na jeho
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konci byla ovéfena kompletnost nitrifikace v médiu analyzou pfitomnych 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 NH4-N pifedstavuje spotiebu piiblizneé 4,6 mg/l kysliku).
Predevsim doba potiebna k degradaci veskerého NH4-N je krucidlni pro urceni aktivity

biofilmu.

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

nosicich biomasy; zarizeni umisténé v klimatizované mistnosti temperované na 20 °C

4.8. Metodika molekularné genetickych metod

Metodika molekularn€ genetickych metod vychazi z ovéfenych postupt uvedenych
v odborné literature. 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 respirometricka métent)
umistény do pfiblizné 100 ml destilované vody a vlozeny do laboratorniho ultrazvuku
(ultrazvukovy priistroj DT 510 H, Sonorex Digitec) po dobu 5 minut pii pokojové teploté.
U nanovlakennych nosica byl ultrazvuk nedostatecny (silna adheze biofilmu), proto byl
biofilm z nosi¢t setfen 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 dal§i zpracovani.

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

Eppendorf a bylo pfidano 0,5 ml 4% paraformaldehydu (PentaChemicals s.r.o.). Vzorky
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byly inkubovany po dobu 3 hodin pii 4 °C v chladni¢ce (Liebherr CT 2441). Nasledné
byly vzorky centrifugovany po dobu 5 minut pifi 5000 ot/min (MiniSpin® plus
Eppendorf). Peletky byly resuspendovany v 0,5 ml roztoku ledové studeného
fyziologického pufru (PBS; 130 mM NacCl, 5 % (v/v) fosfatovy pufr, pH 7,2-7,4) a 0,5 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 pfidano 200 pl PBS a 200 pl
etanolu a vzorky byly do dalsiho zpracovani uchovavany v mrazaku pii -20 °C. Analyza
FISH byla provedena presné 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 ;’fftjjy“?Abﬁiﬁi‘;t"ﬁk;‘g;gfdn"ﬂ”é
EUB338II GCA GCC ACC CGT AGG TGT Planctomycetales (Daims et al. 1999)
EUB338IIL GCT GCC ACC CGT AGG TGT Verrucomicrobiales (Daims et al. 1999)
Nso190 CGA TCC CCT GCT TTT CTC C antfg;‘ét)e"ba“eriélm AOB (Mobarry et
Nso1225 CGC CAT TGT ATT ACG TGT GA fftfg;‘é’;e"bmeriélm AOB (Mobarry et
Ntspa712 CGC CTT CGC CAC CGG CCT TCC Phylum Nitrospirae (Daims et al. 2001)
Ntspa662 GGA ATT CCG CGC TCC TCT Genus Nitrospira (Daims et al. 2001)

Metody qPCR a NGS

Mikrobialni biomasa ze suspenze reaktoru (500 ml) byla ziskana filtraci pres
membranovy filtr Durapore PVDF 0,22 um (Merck Millipore, Némecko). Mikrobialni
biomasa ze vzorkid nosiCe (stejny pocet jako u respirometrickych meéfeni a FISH) byla
ziskana s vyuzitim stejného postupu jako v piipadé FISH metody. Podle protokolu
vyrobce byla DNA extrahovana 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.

Pritomnost nitrifikacnich bakterii byla stanovena pomoci qPCR v realném case.

Vsechny reakce qPCR byly provedeny v duplikatech na pfistroji LightCycler® 480
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(Roche, Svycarsko), jak je popsano 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 tRNA 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. Pfitomnost 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 markeru

Cilova

sknpina Marker Gen Sekvence (5'-3") Teplota Zdroj
. F:ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT (Clifford et
O,
bakterie  UI6SRT 165 rRNA gen R:TATTACCGCGGCTGCTGGC 60 °C al. 2012)
amoniak F:GGGGTTTCTACTGGTGGT (Rotthauw
AOB amoA monooxygendza, 58 °C eetal
. R:CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC
Nitrosomonas sp. 1997)
16S rRNA gen, F:CCTGCTTTCAGTTGCTACCG o (Dionisi et
NOB NSR Nitrospira sp. R:GTTTGCAGCGCTTTGTACCG 66 °C al. 2002)
nitrit oxidoreduktdiza _FTACATGTGGTGGAACA (Pester et
NOB nxrB B .subjec?notka, R:CGGTTCTGGTCRATCA 58 °C al. 2014)
Nitrospira sp.
. 16S rRNA gen F:ACCCCTAGCAAATCTCAAAAAACCG (Graham et
NOB Nitrob. Nitrobacter sp. R:CTTCACCCCAGTCGCTGACC 60°C al. 2007)
nitrit oxidoreduktiza F: ACGTGGAGACCAAGCCGGG (Geets et
. eets e
NOB NxrBI B subjednotka, R: CCGTGCTGTTGAYCTCGTTGA 66°C 1 2007
Nitrobacter sp.
nitrit oxidoreduktdza F: CAGACCGACGTGTGCGAAAG (Poly et al
. o oly et al.
NOB nxrA o subjednotka, R: TCYACAAGGAACGGAAGGTC 60°C  2008)

Nitrobacter sp.

Mikrobialni sloZeni vzorkd bylo stanoveno pomoci NGS amplikont 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 primert a carovych kodu. 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 amplikont
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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
atrimovany (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 méteny
pomoci komeréni sady kyvetovych testi (Hach). Soucasti téchto analyz je méfeni
absorbance na spektrofotometru HACH DR 6000 UV-VIS (Hach-Lange, USA) a ohfev
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 vzorka byla pouzita laboratorni filtra¢ni aparatura
s vyménitelnym membranovym filtrem VWR o velikosti pori 0,45 um. Pomoci
pravidelné kontroly chemismu reaktoru byla sledovana ucinnost eliminace dusikatych
polutantl a na zakladé rozdilu koncentraci filtrované a nefiltrované CHSKc: byly

prubézné zjistovany informace o pritomnosti 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 modu a 0,02 — 30 kV urychlovacim napéti. Na vzorky byla nanesena zlata
vrstva pomoci jednotky Quorum QI150R ES (Quorum Technologies, UK), aby byla
zajiSténa dostatecna vodivost pro v§echny vzorky stejnym zptisobem.

Konfokélni 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 vyuziva 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 ptfipadé 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 materialu nebo rostouciho biofilmu pouzit
opticky mikroskop Olympus BXS5IM s digitalni zrcadlovkou Olympus E-510
a softwarem QuickPHOTO MICRO 2.3.

Snimky z FISH metody byly pofizeny na fluorescencnim mikroskopu ZEISS Axio
Imager.M2 s kamerou AxioCamlICcl a svételnym zdrojem Colibri.2. Nastaveni bylo
piizptisobené 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 snimka s AOB, NOB a EUB byl
pouzit automatizovany programovy kod zkompilovany v programu Matlab
(The MathWorks, Inc.). Pomér Cervené obarvenych bunécnych oblasti (AOB nebo NOB,
hodnoceno samostatne) k zelené obarvenym bunécnym oblastem (EUB) byl hodnocen
z fluorescencnich snimkt. Informace o plose (burice) byly vyhodnoceny samostatné
v kazdé Cervené nebo zelené vrstvé v barevnych obrazcich RGB. Nakonec bylo
vypocteno procentualni zastoupeni bunék AOB/NOB/EUB. Data byla uvedena jako
prumér + standardni odchylka. Byla pouzita jednocestna 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 zakladé predchozich vysledkd experimentti s nit€émi riznych materialt
(viz publikace Svobodova et al. (2021)) byl sestaven navrh na ptipravu mikrovlakennych
3D nosicu z hlediska jejich tvaru, hmotnosti a vnitini struktury. Na Fakulté textilni TUL
byly pfipraveny navrzené nosi¢e pro MBBR systémy pomoci technologie distancniho
pleteni, ktera se ukazala jako nejvyhodnéjsi. Obecné bylo cilem vytvofit vzajemné
usporadané plochy sendvicové struktury poskytujici moznost vyroby nosice typu biochip,
pro intenzifikaci procesti odstrafiovani dusiku v post-treatment procesu na COV.
Pfi vyvoji byly neustdle zohlediovany charakteristické vlastnosti nosi¢e biomasy
v aplikacich ¢Cisténi odpadnich vod. V nékterych piipadech (pfedevSim rozdilné
podminky pro nitrifikacni a denitrifikacni procesy) mize byt vyzadovana synergie mezi
aerobnimi a anoxickymi podminkami, a toho lze docilit zvolenymi rozméry nosice.

V roce 2020 probéhla piiprava dvou soubort textilnich nosicu, které byly testovany
v laboratornich reaktorech post-nitrifikace a podrobné navrzené metody analyz
(respirometrie a metody molekularni biologie) zajistily vysledky vedouci k vybéru
finalniho nosice. Tento nosi¢ byl primarn€ zvolen pro systémy post-nitrifikace, ale jeho
modifikaci 1ze dosdhnout nosiCe aplikovatelného taktéz v systému post-denitrifikace.
Byly definovany parametry, které je nutné u textilnich nosict zajistit, aby jejich pouziti

v post-denitrifikaci bylo maximaln¢ efektivni.

5.1.1. Parametry vyvijenych nosict

Z testovanych soubort vzorki byly vybrany materialy polyester (PES),
nasledovany polypropylenem (POP) jako nejvhodnéjsi pro pripravu 3D mikrovlakennych
nosic¢l. Hmotnost a tvar byly zvoleny tak, aby bylo v testovaném systému post-nitrifikace
zajisténo: snadné michani nosicu, jejich separovatelnost a udrzovani ve vznosu. V prvni
tazi byl pfipraven 3D textilni nosi¢ z PES (Obrazek 11A) s pevné spojenou strukturou
okraju (znaCime jako nosi¢ X). V druhé fazi byl pfipraven soubor tii typt 3D nosica
biomasy sendvicové struktury (Obrazek 11B), kdy byla pro pfipravu pouzita kombinace
materiali POP a PES tak, aby vysledna hustota byla cca 1 kg/dm?, sohledem na
minimalizaci intenzity hydropneumatického michani v post-nitrifikaci. Naopak pro post-
denitrifikaci je vhodnéj§i nastavit vyS§i hustotu nosice s ohledem na predpokladané

pouziti hyperboloidnich michadel, které michaji ve sméru ode dna a stfedu nadrze
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k hladin€ a do stran. Riizné nosiCe pripravené pro post-nitrifikaci se lisily velikosti port
a celkovou plochou; znaceny S, M a XL dle velikosti otvort. Zde byly zvoleny okraje
bez upravy (bez zakonceni), aby se eliminoval zna¢ny ekonomicky néaklad na vyrobu
nosici. PES byl pouzit jako mechanicka opora nosie slouzici k zajisténi distance
sendvicové struktury. Ukazalo se, ze zakonCeni okraju nosi¢l neni zasadni pro jejich
funkcnost. Na zaklade vysledki testovani byl z finalniho souboru mikrovlakennych 3D
nosict vybran nejlepsi pro jeho aplikaci v post-nitrifikaci, a to nosi¢ S (Obrazek 11C).

Technické specifikace jednotlivych nosict jsou popsany v tabulce 6.

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

Tab. 6 Charakteristika vyvijenych 3D mikrovidkennych nosicit biomasy

Mikrovldkenny 3D

o Material Technické specifikace nosicu
nosi¢ biomasy

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 materialt

(multifil, monofil): 0,1 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
3,5x3,5 mm otvory

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

5.1.2. Chemismus reaktorti, Gi¢innost nitrifikace

V obou fazich testovani (nosice X a AnoxKaldnes K3 (experiment 1) a série nosicu
S, M a XL (experiment 2)) byla pravidelné v ptipravené modelové vodé a v odtocich
z reaktor méfena koncentrace amoniakalniho dusiku. Koncentrace NH4-N v modelové

vodé (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 nosi¢e v obou experimentech. Kompletni nitrifikace

byla prokazana zanedbatelnou koncentraci NO2iontd v reaktoru (< 0,2 mg/1). V ur€itych

fazich experimentu (obdobi stabilizace reaktoru) se hodnoty sledovanych koncentraci

slouc¢enin dusiku pohybovaly nad/pod limitnimi hodnotami, coz se neprojevilo negativné

na vysledcich experimenti. Rozdil hodnot filtrované a nefiltrované CHSK poskytoval

informace o mnozstvi (Ubytku) oxidovatelnych suspendovanych latek v médiu reaktoru

(suspendovana biomasa). Jednotlivé hodnoty analyz chemismu reaktord jsou uvedeny

v tabulkach 7-11 nize:

Tab.7 Chemické parametry modelové odpadni vody v experimentu 1 (nosic X,

AnoxKaldnes K3)

Datum NH4-N [mg/1] PO4*-P [mg/1] NaHCOs3 [mg/1]
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 12,1 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

Den Nefiltrovana Filtrovana NO>-N NOs-N  NHs-N pH
CHSKc,[mg/l]  CHSKc;[mg/l] [mg/1] [mg/1] [mg/1]

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

7 den 92,3 25,1 0,02 32,7 0,06 7,55
14 den 61,4 15,7 0,16 12,1 0,56 6,31 > 7,5
21 den 21,4 21,1 0,01 14,9 0,06 6,89
28 den 22,2 16,2 0,19 12,4 0,29 7,63
35 den 74,0 20,5 0,32 12,7 1,20 6,05 >7,5
42 den 16,9 9.4 0,16 14,7 0,76 59->76
49 den 17,9 10,3 0,09 12,2 0,05 7,37
56 den 6,31 6,3 0,06 13,5 1,81 5,8 >7,6
64 den 6,4 6,2 0,03 11,2 0,02 7,9
71 den 10,0 9.9 0,07 18,0 0,21 5,7—>17,6
85 den 17,7 15,5 0,14 11,5 0,06 74
92 den 17,1 15,6 0,18 14,1 0,03 -

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

Den Nefiltrovana Filtrovana NO>-N NOs-N  NHs-N pH
CHSKc: [mg/l]  CHSKcr [mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]

3 den 176,0 20,0 0,33 11,5 0,12 7,20

7 den 62,2 13,7 0,01 11,1 0,02 7,71
14 den 25,0 10,1 1,28 8,5 1,53 6,88 > 7,5
21 den 23,5 18,6 0,01 12,1 0,06 7,01
28 den 18,7 8,2 0,18 11,9 0,13 7,67
35 den 314 13,0 0,24 11,7 0,19 6,50 > 7,5
42 den 48,7 9,1 0,02 16,1 0,10 6,7 > 7,6
49 den 15,8 15,5 0,07 12,0 0,03 7,49
56 den 14,1 11,1 0,04 14,7 0,18 6,1 > 7,6
64 den 13,9 10,8 0,03 10,7 0,01 7.9
71 den 12,6 12,5 0,05 16,2 0,21 59->7,6
85 den 15,3 15,0 0,25 11,3 0,07 7,5

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/1] POs*-P [mg/1] NaHCOs3 [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 224 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 124 12,3 40
19.11.2020 12,3 8.3 40
26.11.2020 9,0 6,4 40
30.11.2020 13,8 77 40

Tab. 11 Chemické parametry odtoku v exp. 2 — nosice S, M a XL
Den Nefiltrovana Filtrovana NO»-N NOs;-N  NH4N pH
CHSKcr[mg/l]  CHSKc, [mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]

3 den - - 3,26 2,5 8,41 82—173
7 den 14,4 12,6 4,36 5,6 1,15 78 —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 6,5 —74
21 den 233 11,2 0,06 4,0 9,30 7,8
28 den 16,5 10,0 0,09 5,6 5,00 6,8 —175
35 den 15,5 6,8 0,91 8,6 11,60 6,9 — 1.5
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/I)
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V obou pfiipadech bylo cilem podpofit rist nitrifikacnich bakterii, tedy biofilmu,
ktery bude co nejucinnéjsi pro eliminaci amoniakalniho dusiku ve sledovaném prostredi.
Na zakladeé vysledkl chemismu reaktoru nemizeme posoudit nic o slozeni bakterii
v biofilmu (k tomu slouzi metody molekularni biologie), ale lze sledovat celkovou
aktivitu biofilmu na nosicich (efektivita nitrifikacniho procesu). V prvnim experimentu
bylo odstraiiovani NH4-N velmi u¢inné pro nosi¢e X i AnoxKaldnes K3 po celou dobu
provozu bioreaktort. Ve druhém experimentu trvala delsi dobu stabilizace systému, kdy
muselo dojit k dodate¢né inokulaci 14. a 28. den (2-denni inokulace za stejnych podminek
jako pii spusténi experimentu). Inokulace byla zajiS§t€na pouze polovinou koncentrace
aktivovaného kalu oproti prvnimu experimentu 1, coz prodlouzilo stabilizaci celého
procesu. Na druhou stranu bylo zajis§téno minimalni zachyceni suspendovaného kalu do
nosic¢t béhem inokulace, coz je i dle pfedchozich zkuSenosti velmi dilezité pro dalsi faze
experimentu. Prvotni zachyceni kalu na nosi¢ich mize negativné ovlivnit pozdéjsi
vysledné slozeni biofilmové biomasy, a také muze dochazet k ucpavani pori nosice
balastni biomasou, coz mé za nasledek zmenSovani prostfedi pro adhezi nitrifikacnich

bakterii (tvorba kvalitniho nitrifikujiciho biofilmu).

5.1.3. Analyza respirometrie

Témer tydenni testovani poskytlo fadu udaji (Obrazek 12 a 13) pro srovnani
jednotlivych nosi¢i. Zasadnim predpokladem pro spravné vyhodnoceni experimentu 2
(a vybér finalniho nosice) byl piepocet respirometrickych dat na jednotnou plochu nosict
S, M a XL, jelikoz kazdy typ nosice se vyznacuje rozdilnou efektivni plochou. Kromé
testovani nosi¢l v bioreaktorech v 1. a 2. experimentu byl navic pomoci respirometrie
studovan zachyt biomasy kalu na nosicich S, M a XL beéhem prvnich hodin inokulace,
tedy byl sledovan vliv jednak koncentrace kalu a jednak vliv samotnych parametrt nosice

na prvotni zachyt kalu na nosicich.

Respirometricka data z experimentu 1

Obdobn¢ jako v pfipadé vnitiniho prostfedi reaktoru, i u samotného biofilmu na
nosi¢ich dochazi k jeho stabilizaci, coz je patrné z respirometrickych dat. Nejprve
muzeme vidét vyssi aktivitu, coz je zapfiCinéno zachycenim aktivovaného kalu na
nosi¢ich z faze inokulacni. Postupné dochazi k vymizeni téchto rezidui kalu, a tedy
k mirnému snizovani aktivity. Nasledny rist pravého biofilmu opétovné znaci nartst

aktivit (tentokrat uz pouze biofilmu, nikoliv zachyceného kalu).
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Obr. 12 Prehled respirometrickych dat — testovdani 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 tvorit biofilm, jelikoz jejich struktura je oproti nosi¢im
AnoxKaldnes K3 poréznéjsi a obsahuje vice specifickych prostor (chranéného povrchu)
pro primarni adhezi bakterii. U komercnich nosici 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 vysoka koncentrace kalu

neodpovida realnym podminkam.

Respirometricka data z experimentu 2

Ve druhém experimentu zapocalo respirometrické meéteni az po celkové stabilizaci
systému, tj. byly vynechany prvni tydny meéteni, 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 nosici. Jak jiz bylo zminéno vyse, predpokladem pro spravné vyhodnoceni
nejlepsiho/nejucinnéjsiho nosice byl proveden prepocet respirometrickych dat na
jednotnou plochu nosica. 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 pfi inokulaci a parametri 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
pfidano dané mnozstvi aktivovaného kalu — 50, 250 a 500 mg/l. Dale bylo pfidano 5 ml
fosfatového pufru a 10 mg/l NH4-N. Do kadinky byla vlozena hadicka napojena na
dmychadlo zajistujici nepfetrzité provzdusiiovani. 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, dale bylo pfidano 2 ml fosfatového pufru,
10 mg/l NH4-N a 1 kus testovaného nosice (S, M nebo XL pfimo odebrany z kadinky
s kalem po inokulaci). Po ukonceni respirometrie byla stanovena CHSKc; (nefiltrovanych

vzorki), na zaklade které Ize soudit miru uvolnéni kalu z nosi¢i do média.

Tab. 12 Hodnoty CHSKc; nefiltrovaného média po ukonceni respirometrie

Vzorek CHSKc, [mg{l]

(nefiltrované)
1. 50 mg/1 kal — nosi¢ S 48,1
2. 50 mg/1 kal — nosi¢ M 44,4
3. 50 mg/1 kal — nosi¢ XL 39,4
4, 250 mg/1 kal — nosi¢ S 70,5
5. 250 mg/1 kal — nosi¢ M 58,6
6. 250 mg/1 kal — nosi¢ XL 43,2
7. 500 mg/1 kal — nosi¢ S 71,6
8. 500 mg/1 kal — nosi¢ M 63,4
9. 500 mg/1 kal — nosi¢ XL 51,1
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Z hodnot CHSKc; je patrné, ze ¢im vétsi koncentrace kalu byla pouzitd pii
inokulaci, tim logicky vice dochazi k jeho naslednému uvoliiovani z nosi¢e do média. Na
druhé stran¢ neni zavislost mezi koncentraci kalu pfi inokulaci a nasledné uvoliiovanym
mnozstvim linearni, tedy dochazi k podobné mire primarniho zachytu aktivovaného kalu
v nosiCich. Z hlediska vlivu struktury nosic¢e dochazi k nejvétsimu uvoliovani kalu do
média u nosice S (nejmensi otvory). NosiCe S se dle respirometrie vyzna¢ovaly nejvyssi
nitrifikacni aktivitou celkové biomasy (zachycené v nosici 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 znacnému priméarnimu zachytu pii inokulaci. Mensi
velikost port nosice tedy pravdépodobné zptisobuje vetsi nahromadéni kalu a jeho urcité
setrvani (béhem inokulace) ve struktufe nosice. Podobné jsou na tom nosiCe
s nadmémymi pory (nosi¢ XL), kde ale pfi niz§ich koncentracich kalu je jeho zachycené
mnozstvi mensi. Nezavisle na koncentraci, nosi¢e M (se stfednimi pory) zachytavaji kal
nejméne. Celkové z téchto dat vyplyva, ze pro inokulaci systému plné dostacuje nejnizsi
koncentrace kalu (50 mg/L), ktera zajisti dostateCny prunik mikroorganismt do celého
systému nosicCe. V pripad€ nosicu S se znac¢na Cast kalu dostane po inokulaci z nosice ven,
coz je velmi zadouci sohledem na vyplaveni majoritni heterotrofni populace
aktivovaného kalu a naslednou moznost vytvareni nitrifikujiciho biofilmu (substratova

podpora v post-nitrifikaCnim reaktoru).

Respiracni rychlost po 24 h inokulace nosicu
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Respiracni rychlost po 24 h inokulace nosicua - graf bez hodnot pro kal
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Obr. 14 Prehled respirometrickych dat — testovani zdchytu 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 formé grafu
prumérnych Ct hodnot (Obrazek 15) arelativni kvantifikace (Obrazek 16, 17).
V nasledujicim textu je vzdy pod pojmem ,Ct hodnota“ minén primér z duplikatu
Ct hodnot, v piipadé duplikatu vzorka je minén primér ze 4 nameéfenych Ct hodnot.
Interpretace vysledki qPCR analyz je zalozena na nepiimé uméfe, tudiz ¢im niz§i je
Ct hodnota, tim vétsi je mnozstvi cilové DNA ve vzorku a naopak. Konkrétné tedy
v pfipadé qPCR analyzy pomoci markeru UI6SRT, ¢im nizsi byla Ct hodnota, tim vétsi
bylo celkové bakterialni oziveni (mnozstvi bakterialni biomasy) ve vzorku. Maximalni
mozna Ct hodnota je 40 a odpovida nulové detekci.

Ve vsech vzorcich z prvniho odbéru (tj. po jednom mesici provozu reaktoru) bylo
celkové bakterialni oziveni na vysoké urovni, zatimco v 2. odbéru (tj. po tfech mésicich
provozu reaktoru) bylo u nosi¢i z mikrovlaken (nosi¢ X) a média pozorovano nizsi
celkové bakterialni oziveni (viz Obrazek 15), coz koresponduje s naméfenou koncentraci
DNA. U vsech vzorkli byly detekovany vSechny testované markery specifické pro
nitrifikaci kromé€ dvou markert detekujicich funkcni geny archealni amoA a nitrit
oxidoreduktazy NxrB1 specifické pro NOB Nitrobacter, prestoze marker 16S rDNA genu

Nitrobacter (Nitrob.) byl detekovan ve vSech vzorcich.
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Cthodnota

: b -
U16SRT arch amoA NSR nxrB Nitrob NxrBl
Markery
B 1. odbér | Médium z reaktoru O1. odbér | R1: Mikrovldkna B1. odbér | R2: Kaldnes K3
B 2. odbér | Médium z reaktoru O2. odbér | R1: Mikrovlakna B2. odbér | R2: Kaldnes K3

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

Porovnani mnozstvi celkové a testované specifické bakterialni biomasy mezi
jednotlivymi vzorky nosici biomasy =z duplikatu je vyjadien pomoci relativni
kvantifikace (Obrazek 16), jenz popisuje relativni zménu mnozstvi daného markeru vici
referencnimu vzorku, kterym je v tomto piipadé jeden ze vzorka z duplikatu (I). Hodnota
relativni kvantifikace referencniho vzorku je 1. Pokud je hodnota relativni kvantifikace
vzorku 2, znamena to, ze v tomto vzorku je dvakrat vice cilové DNA nez v referen¢nim
vzorku. Kdyz bylo celkové bakterialni oziveni (U16SRT) vyss§i v jednom ze
vzorka duplikatu (II) v porovnani s druhym vzorkem (I) duplikatu, bylo mozné
pozorovat, ze byla v tomto vzorku také vyssi abundance specifické bakterialni biomasy.
Naptiklad u mikrovlakennych nosic¢t z 2. odbéru bylo pravdépodobné mozné sledovat
stejny pomér NOB (kromé& NxrB1) vici celkové bakterialni biomase v obou vzorcich
duplikatu, prestoze jeden ze vzorka duplikatu vykazoval 4-krat vyssi bakterialni oziveni
nez druhy. V ptipadé¢ markeru NxrBl 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 bakteridlni biomasy na jednom ze

vzorkit duplikdatu nosicii biomasy vici druhému vzorku duplikatu

51



Porovnani mnozstvi celkové a testované specifické bakterialni biomasy mezi
jednotlivymi nosici biomasy a médiem z reaktoru, v ramci odbéru, bylo taktéz vyjadieno
pomoci relativni kvantifikace (Obrazek 17). Ta popisuje relativni zménu mnozstvi
daného markeru vici referenénimu vzorku, kterym je v tomto piipadé médium z reaktoru
odebrané v 1. odbéru (Obrazek 17A) ¢i v 2. odbéru (Obrazek 17B). V 1. odbéru bylo
celkové bakterialni oziveni na vSech nosicich biomasy na stejné urovni 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 funkéniho genu AOB
Nitrosomonas bylo na nosi¢ich biomasy nizsi nez v médiu v 1. odbéru. Abundance NOB
Nitrospira (NSR, nxrB) byla v 1. odbéru mirné€ vyssi na nosicich typu AnoxKaldnes K3
nez na nosicich z mikrovlaken, zatimco mnozstvi AOB Nitrosomonas a NOB Nitrobacter
bylo vyssi na nosicich z mikrovlaken.

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

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

biomasy viici médiu z reaktoru v 1. odbéru (4) a v 2. odbéru (B)

52



Slozeni bakteridlniho konsorcia (Obrazek 18) bylo urCeno pomoci NGS.

Zastoupeni jednotlivych bakterialnich kment je pomémé riznorodé a jednoznacné zde

vystupuji b&zné rody bakterii, které se ucastni procesd na COV. Na obrazku 18 lze

detailné vidét pouze zastoupeni bakterii nitrifikacnich.
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Obr. 18 Relativni zastoupeni mikroorganismii ve vzorcich — zndzornény mikroorganisniy

na urovni rodu s abundanci > 1 %
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Obr. 19 Relativni zastoupeni bakteridlnich rodit 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. Pom& AOB/NOB hraje zasadni roli v optimalizaci

nitrifikacniho procesu. V pripadé rychlejsiho ristu AOB oproti NOB bude dochazet

k akumulaci dusitant v systému, coZz muze vést k inhibici vlastniho procesu. Avsak bylo

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

divod 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 nosict, tak média, bylo celkové bakterialni oziveni na
vysoké urovni (viz Obrazek 20). U vSech vzorka byly detekovany vSechny testované
markery specifické pro nitrifikaci kromé& markeru funkéniho genu archeéalni amoA, ktery
nebyl detekovan v zadném ze vzorka (Ct hodnoty 40) a markeru nitrit oxidoreduktazy

NxrB1 specifické pro NOB Nitrobacter.

]
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U16SRT amoA NSR nxrB Nitrob NxrBl
Markery

B 1. odbér | Médium z reaktoru M 1. odbér | Nosit § @ 1. odbér | Nosi¢ M B 1. odbér | Nosi¢ XL
B 2. odbér | Médium z reaktoru ~ B2. odbér | Nosit S 0 2. odbér | Nosi¢ M O2. odbér | Nosi¢ XL

Obr. 20 Priimérné Ct hodnoty testovanych biologickych markeru u jednotlivych vzorkii

Porovnani mnozstvi celkové a testované specifické bakterialni biomasy mezi
jednotlivymi vzorky nosici biomasy =z duplikatu je vyjadien pomoci relativni
kvantifikace (Obrazek 21). Rozdily mezi duplikaty byly u vSech markert kromé NxrB1
zanedbatelné. U NxrBI byla abundance ve vzorcich velmi nizka az nulova, coz zpiisobuje

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

vzorkit duplikdatu nosicii biomasy vici druhému vzorku duplikatu

Porovnani mnozstvi celkové a testované specifické bakterialni biomasy mezi
jednotlivymi nosici biomasy a médiem z reaktoru v ramci odbéru bylo vyjadieno pomoci
relativni kvantifikace (Obrazek 22), jenz popisuje relativni zménu mnozstvi daného
markeru vaéi referen¢nimu vzorku, kterym je v tomto pfipadé médium z reaktoru
odebraném v 1. odbéru (Obrazek 22A) ¢i v 2. odbéru (Obrazek 22B). V 1. odbéru bylo
celkové bakteridlni oziveni na vSech nosi¢ich biomasy na témer stejné urovni jako
v 500 ml média z reaktoru. Na vSech nosi¢ich biomasy byla v 1. odbéru vyssi abundance
vSech testovanych markert AOB (amoA) a NOB (NSR, nxrB, Nitro, NxrB1) nez v médiu
z reaktoru. Abundance vSech testovanych specifickych markert byla v 1. odbéru mirné
vyS$$i na nosicich S nez na nosi¢ich M a XL.

V 2. odbéru (Obrazek 22B) po 2,5 mésicich provozu lze pozorovat vyrazné veétsi
rozdily v mnozstvi celkové a specifické bakterialni biomasy mezi médiem z reaktoru
anosi¢i biomasy, zejména nosi¢i S. Abundance celkové bakterialni biomasy spolecné
s AOB a NOB byla vyssi na nosicich biomasy nez v 500 ml média z reaktoru. Podobné
jako v 1. odbéru bylo na nosi¢ich S ve 2. odbéru vys§i mnozstvi vSech testovanych
specifickych markera v porovnani s dalSimi nosi€i z reaktoru. Porovname-li nosice S,
resp. nosice XL s nosi¢i M (nejnizsi bakterialni oziveni), je celkové bakterialni oziveni
i abundance specifickych markerit AOB i NOB (kromé NxrBI) cca 2-krat vys$i na
nosi¢ich S, resp. cca 1,4-krat vyS$§i na nosi¢ich XL nez na nosi¢ich M, tedy je
pravdépodobné pomér AOB a NOB vuci celkové bakterialni biomase na témér stejné

urovni u v8ech nosicu.
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Obr. 22 Relativni kvantifikace celkové a specifické bakterialni biomasy na nosicich S, M
a XL viici médiu z reaktoru v 1. odbéru (4) av 2. odbéru (B)

Porovnani mnozstvi celkové a testované specifické bakterialni biomasy na vzorcich
mezi odbéry bylo vyjadieno pomoci relativni kvantifikace (Obrazek 23), jenz popisuje
relativni zmé€nu mnozstvi daného markeru vici referenénim vzorkiim, coz jsou v tomto
pfipadé jednotlivé vzorky z 1. odbéru. Ve vSech vzorcich nebyla po 1 mésici mezi odbéry
pozorovana téméf zadna zména v abundanci testovanych markert kromé markerd NOB
Nitrobacter, jejichz mnozstvi se mezi odbéry snizilo. Tento trend indikuje, ze jiz po
1,5 mésici provozu reaktoru byl na vSech nosiCich 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 vuci 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 nitrifikacnich bakterii, konkrétné AOB Nitrosomonas a NOB Nitrospira, bylo
vyrazné€ vyssi 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 nosici XL,
v 2. odbéru byly jiz rozdily v zastoupeni AOB 1NOB mezi nosi¢i S,M aXL
zanedbatelné (viz Obrazek 25). Mezi odbéry byl zaznamenan pouze narust podilu NOB
Nitrospira na nosic¢ich XL.

Kromé nitrifikacnich bakterii byly na nosi¢ich biomasy abundantni bakterialni rody
Dokdonella, Flavobacterium, Haliangium, Sphaerotilus a Zoogloea, u kterych byla
prokazana schopnost denitrifikace, v pfipadé bakterialniho rodu Sphaerotilus,
pfitomného ve velkém mnozstvi v 2. odbéru, dokonce 1 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 nitrifikacnich bakterii podilejicich se na obou krocich nitrifikace,
oxidace amoniaku (AOB Nitrosomonas) a dusitanu (NOB Nitrospira a NOB
Nitrobacter). Po 2,5 mésicich provozu byla specificka bakterialni biomasa podilejici se
na nitrifikaci vyssi na nosi¢ich nez v médiu z reaktoru. Nutné vSak podotknout (pro
vSechny vysledky molekularni genetiky), ze s ohledem na dobu zdrzeni v reaktoru
pfitomna biomasa v reaktoru jist€ pochazi znosic¢i (uvolnéni starého biofilmu);
nitrifikacni bakterie se v chemostatu nemohou udrzet. Pro analyzu byla koncentrace
biomasy v suspenzi zanedbatelna (tedy nevyznamna). Nosi¢e S vykazovaly ze vSech
testovanych typt nosicu biomasy nejvyssi abundanci nitrifikacnich bakterii. Pfesto byly
rozdily v zastoupeni nitrifika¢nich bakterii mezi nosic¢i S, M a XL spiSe zanedbatelné po
2.5 mésicich provozu reaktoru. Jako v ptipadé testovani nosi¢u 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 mikroorganisniy

na urovni rodu s abundanci > 1 %
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Obr. 25 Relativni zastoupenti rodii 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 wvzorcich biofilmu odebranych znosi¢l. Z nize
zobrazenych snimku lze s jistotou potvrdit pfitomnost AOB i NOB ve vzorcich, kdy
metodami qPCR a NGS byly nitrifika¢ni bakterie prokazany. Cervené objekty jsou
dikazem obarveni specifickych genti danych bakterii a lze hodnotit, ze pfitomnost
sledovanych AOB i NOB je nesporna a maze odpovidat jejich procentualnimu zastoupeni

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

5.2. Vyvojnanovlakennych struktur

V prvni fadé probéhla priprava PVB a PUR nanovlakennych vrstev pomoci péti
odlisnych metod elektrostatického zvldkniovani. Polymery PVB a PUR byly vybrany na
zaklad€ dlouhodobych zkuSenosti a odborné literatury (Chen et al. 2009; Wang a Wang
2012). Pripravené nanovlakenné vrstvy byly dukladné analyzovany pomoci nékolika

modernich metod a tim byl vytvoten urcity postup pro analyzu nanovlakennych povrchi
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s cilem ziskat informace o vhodnosti pouziti daného materialu pro biologické aplikace.
Na zaklade podrobnych charakterizaci pfipravenych nanovldkennych vrstev byl vybran
jeden polymer jako vychozi pro pfipravu dalsi prototyp nosict biomasy. V dalsi fazi

prace uz byly pfipravovany a testovany jednotlivé struktury (prototypy) nosici biomasy.

5.2.1. Pfiprava a charakterizace nanovlaken PVB a PUR

Prvnim cilem bylo pfipravit 2 riizné typy polymernich nanovlaken (PUR a PVB)
na riznych =zafizenich za stejnych (nebo maximalné podobnych) podminek.
Ke zvlaknovani pfedem pfipravenych polymernich roztokit PVB a PUR bylo pouzito
5 metod tj. “AC elektrospinning, DC elektrospinning z jehly, DC elektrospinning z tycky,
technologie Nanospider™ a elektro-odstfedivé zvlakfiovani”. Timto procesem vzniklo
10 polymernich vrstev, které byly podrobeny dikladné charakterizaci, tj. skenovaci
elektronové mikroskopii (SEM), konfokalni mikroskopii (KF), fyzikalné-chemickym
metodam charakterizace a biodegradaci. Detailni obrazové analyza byla aplikovavéana na
snimky ze SEM a KF. Pro obrazovou analyzu SEM snimku nanovlaken a vyhodnocovani
vlastnosti materiali byl vytvofen vlastni software v programu Matlab. K tomuto
zakladnimu a velmi podrobnému kroku bylo pfistoupeno na zakladé 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 mikroorganismt v jeho blizkosti, je jeho
dukladna 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
diléich krok: (1) Uprava nasnimanych vlaken a pievedeni obrazu na binarni formu
(Obrazek 31a). (2) Vady obrazu (napt. vadné pixely, lokalni znecisténi, Sum apod.) byly
eliminovany morfologickymi operacemi (Obrazek 31b). Porozita byla vypoctena jako
soucet pixelt s hodnotou 0 (pozadi) ve vztahu k celému obrazu (tj. pozadi plus vlakna).
Velikost porti byla stanovena jako ekvivalentni prameér kruhu. (3) Byla vypoctena
vzdalenost transformace z binarniho 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 centralni pixel skeletonu). Stupen neusporadanosti (linearita/zakiiveni) byl definovan
jako pomér délky vlakna pieklenujici dva vybrané body k nejkratsi vzdalenosti mezi
témito dvéma body, vypocteny jako minimalni Ferettiv pramér. (6) Jako posledni krok
byl kazdy definovany parametr na vysledném obrazu (Obréazek 31e) podroben statistické

analyze a byly vyneseny histogramy distribuce parametri vlaken (pifiklad hodnoceni

v
R it
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pruméru vlaken je na Obrazku 31f).
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Obr. 31 Postup analyzy obrazu snimkit ze SEM dle textu vyse

Vysledky analyzy SEM snimki u jednotlivych zvlakniovacich metod jsou graficky
znazornény na obrazku 32. Pramér vlaken ovliviyje strukturu celé nanovlakenné vrstvy.
Nejtenci vlakna byla ziskana pouzitim jehlové elektrody — polymer prochéazi tzkym
prostorem na vystupu ze zvladkniovaci elektrody a tim dochazi k tvorbé jemnych
polymernich proudi. Jakékoli snizeni vnitiniho priméru jehly zvySuje povrchové napéti
roztoku a ma za nasledek tvorbu mensi kapicky, coz zptisobuje snizeni zrychleni trysky.
Vlakna s maximalnim pramérem byla pfipravena odstfedivym elektrostatickym
zvlakniovanim, které je obecné povazovano za nejméné ,kontrolovatelnou” metodu,
protoze rotacni pohyb zvlaknovaci trysky ovliviluje pocatecni tvorbu vlaken a zptsob
jejich shromazd’ovani na kolektoru. Jiné zpusoby zvlakniovani nevykazovaly vyraznou
zménu prumeéru nanovlaken.

Vysledky (Obrazek 32) ukazaly, Ze snizeny pramér vlakna odpovidal vyssi celkové
délce nanovlaken na dané plose. Nejnizsi celkova délka nanovldken (na 1 pm?) byla
ziskana pomoci odstfedivého elektrostatického zvlaknovani, coz odpovida nejvysSimu

pruméru vlakna vytvorenému touto metodou. Vysledky analyzy obrazu indikuji, ze
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pfi¢ina tohoto jevu byla vysoka rychlost , stfihu“ vldken béhem jejich ukladani 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) primér vidken

(v nanometrech), (b) délka vidken (v nanometrech na 1 um?), (c) porovitost vidken

(v procentech), (d) stuperi neusporddanosti (bez jednotek); vSechna data jsou zobrazena

Jjako priimérné hodnoty se standardni odchylkou

Velikost porta, distribuce port, objem poOrt, propojeni port a tvar poru jsou

rozhodujici pro mnoho aplikaci, pfedev§im v biologickych oblastech. Vysoka porovitost

a velka specifickd plocha v nanovldkennych vrstvach jsou velmi atraktivni pro

imobilizaci biomolekul a MO. V dusledku toho jsou vhodné pfipravena nanovlakna

vhodna pro razné biologické aplikace (Kenry a Lim 2017). Kombinace vysoké porozity

a malych pord umoznuje propustnost pro kyslik a vodu a adsorpci tekutin. Velikost port

a porozita byly mirné vyssi pfi pouziti stfidavého proudu a odsttedivého elektrostatického

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, ktera se utvaii odliSnym zptisobem nez u DC metod. Vlakna jsou

z této metody vice jemna a volny prostor mezi vlakny je patrny na prvni pohled. Podobné
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je tomu u odstfedivého zvlakinovani, kde zpisob ukladani nanovlaken taktéz poskytuje
vrstvy s vét§im mezivladkennym prostorem.

Vyhodnoceni stupné neusporadanosti (resp. kiivosti) ukazalo znacny vliv zvolené
metody. Nejnizsi stupenn neusporadanosti (tj. nejvyssi linearita vlakna) byla dosazena
odstfedivym elektrostatickym zvlaknovanim, zatimco nejvyssi stupenl neusporadanosti
(. nejnizsi linearita vlakna) byla dosazena metodou AC elektrospinningu. Tento
vysledek nam poskytuje urcité potvrzeni korektnosti obrazové analyzy. Z logiky véci
totiz vyplyva, ze metoda odstfedivého zvlakniovani bude poskytovat nanovlakna
s vysokou linearitou, jelikoz jsou vznikajici nanovlakna ukladana vjednom sméru
(rotacni pohyb). U ostatnich metod se retence vlaken ukazala jako velmi nahodna a byla
ovlivnéna podminkami prostfedi a nastavenim parametrti metod.

Vyznamny vliv na strukturu pfipravené vrstvy ma zpusob ukladani vznikajicich
nanovlaken na kolektor (tj. druh pohybu vladken) a rychlost pohybu vlaken, tj. pfi
pomalejsim letu (viz. metoda AC) jsou vlakna s vét§i pravdépodobnosti kroucena
a nerovnomémeé (chaoticky) rozmisténa. Tento jev je ovliviiovan predevsim fyzikalnim

principem metody, zvolenym napétim a pfipadné pritokem polymeru elektrodou.

Konfokalni mikroskopie

Chovani bunék 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
tii parametry drsnosti povrchu, konkrétn€ primérna drsnost povrchu, maximalni vyska
a koeficient Spicatosti vlaken (na zakladé 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 nejnizsimi propadlinami. Primér
Spicatosti (,,Sku“, bezrozmeérna velicina) je méfitkem ostrosti distribuce vysky povrchu.
Tento parametr charakterizuje rozlozeni vysky povrchu.

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

je amorfni termoplasticky polymer, jehoz nanovldkenna vrstva vykazovala drsnéjsi
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povrch, tj. nanovlakna vy¢nivala vice na povrch a netvoftila hladkou rovnomérnou vrstvu.
To bylo pravdépodobné zpisobeno vyssi pfitomnosti deformovanych nanovlaken ve
vrstvé PVB v kombinaci s jejich chaotickym uspofadanim. Nejednd se tedy pouze
o plosnou nerovnomérnost povrchu, ale o bodové vystupy (,,nano* a , mikro* drsnost
povrchu), které jsou dulezité praveé pro adhezi mikroorganismua k substratu (Hsu et al.
2013). Konfokalni mikroskopie i analyza SEM ukazaly, ze z DC metod maji vrstvy
kompaktné€jsi a jemnéjs§i povrchy nez z metody AC a odstfedivého elektrostatického

zvlakfiovani.

Obr. 33 Snimky z konfokdalni mikroskopie povrchu nanovidkennych nosicu PUR (a - e)
aPVB (f - j) zmetod (a, f) AC elektrospinning, (b, g) tycka (DC),
(¢, h) Nanospider™ (DC), (d, i) jehla (DC) a (e, j) elektro-odstiedivé zvidkiovani (DC);

horni vrstvy nanovlaken jsou zobrazeny cervené, zatimco spodni vrstvy nanovidken jsou
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Obr. 34 Vysledky analyzy obrazu konfokalni mikroskopie ukazujici (a) priimérnou
drsnost povrchu (Sa), (b) maximalni vysku (Sz) a (c¢) Spicatost (Sku), jsou zobrazeny jako

stiredni 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 méfeni biologické spotieby kysliku
(BSK) v pritomnosti aerobnich mikroorganismii ve vodném prostiedi, podle
EN ISO 1485. Bakterialni inokulum bylo pfipraveno odsazenim aktivovaného kalu
odebraného z ¢istirny odpadnich vod (Liberec). Vzorky byly méfeny v duplikéatu po dobu
28 dna.

Biodegradace obou polymert byla obecné velmi nizka a nezavisla na typu pouzité
zvlaknovaci metody. Byla prokazana stabilita obou polymerd v inokulovaném vodném
prostfedi a na zakladé vysledki Ize jako jediny, avSak nepatrny, rozdil zminit
zanedbatelné vyssi stalost PUR oproti PVB (v jednotkéach tisicin procent). Biodegradace
vSech pripravenych nosict byla z makro-hlediska zanedbatelna, a tedy tyto nosice se jevi

jako vhodné pro pouzivani ve vodném prostredi.

Sumarizace

Na zakladé vySe popsané charakterizace nanovlaken PVB a PUR byla pro pfipravu
nosi¢e vybrana PVB nanovlakna pfipravena metodou Nanospider™ jako nejvhodné&jsi
material z hlediska predikované proliferace buné€k, narocnosti pfipravy a ekonomickych
parametri. Vyrobni cena vrstvy PVB nanovlaken vyrobené timto zpuisobem se pohybuje
v fadech korun za 1 m? Navic, nanovlakna PVB piipravena timto typem zvlakiiovani
maji vhodné strukturalni vlastnosti a pfiprava zvlaknovaciho roztoku je velmi snadna
(prosté rozpusténi polymeru PVB v etanolu v daném pomeéru). Porozita na urovni 45 %
u PVB je prfijatelnd pro osidlovani bakteriemi a zaroven neni piili§ velka, 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 nanovliakennych struktur PVB

V tomto experimentu byly testovany jako nosiCe biomasy nanovlakenné vrstvy
PVB (vybrané na zakladé¢ predchoziho 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 néhoz byl sledovan narast biofilmu

na nosiCich, resp. aktivita mikroorganismt, odebranych v kvadruplikatu 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 zakladé pribéznych chemickych analyz) a utvorena biomasa byla silné

pfisedla na nanovlakenném povrchu.
=

Obr. 35 Fotografie experimentdlnich nanovldakennych nosicii biomasy, pred umisténim

do reaktoru

Na vSech vzorcich PVB nanovladken odebranych z bioreaktoru bylo celkové
bakterialni oziveni na vysoké urovni. V pribéhu 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 funkCnich gena
specifickych pro NOB Nitrobacter (NxrBl, nxrA) na vSech nanovlaknech v prabéhu
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 nanovlaknech od prvniho odbéru. Narast celkové a testované specifické bakterialni
biomasy na jednotlivych nanovlaknech v priabéhu experimentu byl vyjadien pomoci
relativni  kvantifikace (Obrazek 36), kde referencnim vzorkem byla nanovlakna
z 1. odbéru, tj. 14 dni od zanofeni nanovlaken. V piipadé specifického funkéniho genu
amoA (AOB Nitrosomonas) byl pozorovan postupny narust v prubéhu experimentu
u vSech nanovlaken, stejné tak v piipadé NOB Nitrospira (NSR, nxrB). V prubéhu
experimentu se testovana bakterialni biomasa vyrazné nemeénila, coz indikuje, Zze
v 1. odbéru byl na povrchu nanovlaken jiz stabilni biofilm. Mnozstvi testovanych

markera se vyrazné neli§ilo mezi jednotlivymi kvadruplikaty.
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Obr. 36 Relativni kvantifikace celkové a specifické bakterialni biomasy na jednotlivych

kvadruplikatech v prithéhu experimentu

Vysledky FISH analyzy posledniho odbéru potvrzuji zavéry z qPCR analyzy.
Ze snimkt (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 prili§ nelisi. V tomto experimentu bylo prokdzano, ze NOB mély
dominantni zastoupeni v nitrifikacnim procesu a realna situace neodpovidala teoretickym
predpokladiim, podle kterych by mély v systému pievazovat AOB (Yao a Peng 2017;
Seuntjens et al. 2018).

..--AOB
' ‘-'.' ‘"'q "h

' . ' : j NOB
%, : A 0

Obr. 37 Ukdzka snimkii z FISH analyzy posledniho odbéru, z kazdé sady snimkii byl
vybran jeden od kazdého z kvadruplikdtu pro AOB (nahore) a NOB (dole)
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Biofilm spolu snosi¢i byly podrobeny respirometrickému meéfeni (po
dvoumeésicnim testovani v biologickém reaktoru). Vysledky rychlosti spotieby O>
(Obrazek 38) ukazovaly dobrou aktivitu nitrifikacnich bakterii oproti blanku (pouze
médium bez inokula). S ohledem na slabou vrstvu biofilmu, celkovou plochu (25 000
mm?/1) a stacionarni povahu nosi¢i byla ucinnost tohoto systému znacni, coz bylo
potvrzeno stanovenou koncentraci NH4*-N ve vzorcich po ukonceni respirometrie, ktera
byla nizsi nez 1 mg/l (na zacatku testu bylo davkovano 10 mg/l NH4*-N). Nanovlakenné
nosic¢e nevykazovaly po ukonfovani experimentu viditelné poskozeni, tj. struktura se

z makro-pohledu nezmeénila oproti pavodnimu stavu.

Rychlost spotieby O, - pfi ukonéeni experimentu
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Obr. 38 Rychlost spotieby kysliku pri zdvérecném testovdani PVB nosicit na respirometru

v kvadruplikdatu

5.2.3. Modifikace plosné nanoviakenné struktury

Vyvoj prototypu nanovlakenného nosi¢e biomasy probihal na zakladé vysledkt
a diskuzi vSech predchozich experimentd. Pozornost byla zaméfena na vyvoj
nanovlakenného nosiCe biomasy pro post-treatment systémy ciSténi odpadnich vod.
Takovy nosi¢ musi spliovat nasledujici pozadavky — mechanicky stabilni, ekonomicky
nenaro¢ny na vyrobu, co nejvice usnadiiuji adhezi nitrifikanich bakterii na povrch nosice
a setrvani biomasy na nosi¢i v prubéhu procesu. Kvuli mechanické stabilizaci, coz je
zasadni otazka v pfipadé pouziti nanovldkennych struktur pro naméhané
biotechnologické procesy, byla nanovldkennd PVB vrstva vyztuzena silikonovou
miizkou (Obrazek 39). Aplikace mfizky byla oboustranna a byla pouzita metoda tepelné

laminace.
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Obr. 39 Nové vyvinuty nanovldkenny nosic biomasy mechanicky stabilizovany

silikonovou mrizkou pred a po biologickém testovani

Nosi¢ byl testovan v biologickém reaktoru za stejnych podminek jako nosice
v predchozim experimentu. Vysledky respirometrie ukazaly na lepsi aktivitu biofilmu
nanovlakennych nosicu, nez byla u komercné dostupnych AnoxKaldnes K3. Zasadni jsou
vSak vysledky molekularné genetickych testt, konkrétné NGS analyzy (Obrazek 40),
které stanovily hojnost nitrifikacnich bakterii na dobré urovni, avSak na nizsi nez u nosicu
nestabilizovanych. Biofilm na mechanicky stabilizovanych nosi¢ich tedy vykazoval
zna¢nou aktivitu a byl hojné osidlen nitrifikacnimi bakterie, avSak méné nez u ploSnych
struktur bez stabilizace. Metoda tepelné laminace méni strukturu povrchu a to tak, ze
dojde ke zmenSeni pora a zaroven ke snizeni drsnosti povrchu, coZz je nezadouci. Vyuziti
tohoto prototypu nosice je tedy vhodné&jsi spiSe pro jiné, specialnéjsi biotechnologické
aplikace. Jiz jsou testovany tyto nosiCe vramci projektd zaméfenych na praci
s mikroorganismy riznych druha a predpoklada se jejich dalsi rozvoj. Pro dalsi vyvoj
nanovlakennych nosici pfinesl experiment stimto typem nosice fadu dualezitych
poznatka a to predevsim, ze nanovlakenna vrstva musi v idealnim ptipad¢ zlistavat ve své
pavodni formé&, aby byl plné vyuzit jeji potencial. Rada modifikaci nanovlakennych
struktur mtze vylepsit jejich mechanickeé a fyzikalné-chemické vlastnosti, ale nemusi byt

vhodna pravé pro adhezi mikroorganismi.
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Obr. 40 Relativni zastoupeni rodit Nitrosomonas a Nitrospira v biofilmu na mechanicky

stabilizovanych nosicich po dvou mésicich v bioreaktoru

69



5.3. Porovnani nosicti biomasy

Jednotlivé struktury nosi¢t byly porovnany z hlediska jejich ucCinnosti v post-
nitrifikacni MBBR reaktoru a ristu predev§im nitrifikacnich bakterii na nich.
V reaktorech bylo testovano 50 ks nanovlakennych nosi¢l, 20 ks mikrovlakennych
nosici a 150 ks AnoxKaldnes K3. Byla pouzita pétinasobna plocha nosica
u AnoxKaldnes K3 nez v piipadé mikro- a nanovlakennych nosict (pfepocet celkové
ucinné plochy nosica v reaktoru podle jejich mnozstvi), protoze absence pora 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 prehledu o ucinnosti kazdého z nosi¢l a porovnani nosi¢ii 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 nosicd biomasy

Byly testovany tfi rizné nosiCe 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 piipraveny elektrostatickym zvlakiiovanim 10% roztoku
polyvinylbutyralu (Mowital B 60 H, Kuraray) v etanolu pomoci technologie
Nanospider™. Pii ptesné definovanych parametrech procesu (T =22 °C, vlhkost = 15 %)
byla zvlaknéna vrstva o plosné hmotnosti cca 20 g/m?. Priimér nanovlaken byl 387 nm
a prumérna porozita mezi vlakny byla pfiblizné 45 %. Vrstva byla nafezana na Casti
o rozmérech 3,5 x 3,5 cm, které byly pouzity jako nosice biomasy. Nanovlakenny nosic¢
lze stabilizovat riznymi metodami, jako je fixace v nerezovych ramech nebo laminace
unikatni silikonovou mfizkou. Pro tento experiment byla vSak pouzita nestabilizovana
nanovlakenna vrstva. Zastupcem mikrovlakenné struktury byl nosi¢ X (popis viz.

kapitola 5.1.1.), ktery byl jednim z vyvojovych prototypt mikrovlakennych nosica.
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Obr. 41 Fotografie nosicu biomasy (zleva): mikrovidkenny nosi¢ X, AnoxKaldnes K3

a nanovldkenny nosic¢

Tab. 13 Parametry testovanych nosicii biomasy

Efektivni Efektivni Velikost porit
Nosi¢ povrchova plocha  Hustota [kg/m?®]  specificka plocha [mm]p
[mm?] [m?/m?]
Nanovlakenny 2450 1150 12 000 0,000697
Mikrovlakenny 5000 1350 500 3,5
Ano"g‘ldn"s 3500 980 500 -

5.3.2. Vyhodnoceni chemismu reaktorti

Nameétené koncentrace CHSK a sloucenin dusiku spole¢né s hodnotami pH
v jednotlivych bioreaktorech jsou uvedeny v tabulce 14. Koncentrace NH4-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%

udinnost nitrifikace.

Tab. 14 Hodnoty analyz odtokii z reaktorii

Reaktor s nanovlakennymi nosici

Nefiltrovand  Filtrovana NO,-N NOs-N NH.-N

Den C[Ir{nsg%]c C[Ir{nsg%]c [mg/1] [mg/1] [mg/1] pH
3 175,0 233 0,24 10,5 0,12 6,5 > 75"
7 130,0 23,1 0,01 13,0 0,06 74
14 234 6,8 0,28 11,0 0,60 7.6
21 233 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 77
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 > 7,6
56 9,7 7.1 0,06 13,0 1,40 74
64 9,6 7,0 0,06 10,7 0,02 57576
71 9,9 9,9 0,10 16,8 0,66 78
85 12,8 11,5 0,03 11,1 0,05 58576
92 12,0 113 0,08 13.2 0,03 7.5
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Reaktor s mikrovlakennymi nosici

Nefiltrovanad  Filtrovana NO,-N NO;-N NH4-N

Den C[Ir{nsgﬁ]c C[Ir{nsgﬁ]c [mg/1] [mg/1] [mg/1] pH
3 109,0 29,0 0,22 11,2 0,22 72
7 923 25,1 0,02 32,7 0,06 7,6
14 61,4 15,7 0,16 12,1 0,56 63175
21 214 21,1 0,01 14,9 0,06 6.9
28 222 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 74
56 6,3 6,3 0,06 13,5 1,81 5876
64 6,4 6,2 0,03 11,2 0,02 7.9
71 10,0 9,9 0,07 18,0 0,21 57576
85 17,7 15,5 0,14 11,5 0,06 74
92 17,1 15,6 0,18 14,1 0,03 75
Reaktor s AnoxKaldnes K3 nosici
Nefiltrovana  Filtrovana
Den CHSKc, CHSKcr ng/ﬂl Tﬁ/ﬁ IEIII;“/{;I pH
[mg/1] [mg/1] & & &
3 176,0 20,0 0,33 11,5 0,12 72
7 62,2 13,7 0,01 11,1 0,02 7,7
14 25,0 10,1 1,28 8,5 1,53 6,9 75"
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 6,575
42 48,7 9,1 0,02 16,1 0,10 6,776
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 59576
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

Ustaleny stav kazdého z reaktord byl charakterizovan kombinaci nékolika faktort:
(1) hodnoty NH4-N v odtoku byly nizsi nez 0,5 mg/1 poté, co byla hodnota nefiltrované
CHSKGc:v reaktoru nizsi nez 25 mg/l; (2) byl viditelny narast biofilmu na nosicich; (3) pfi
respirometrickém méfeni byla aktivita bakterii v biofilmu jiz méfitelna. Tento stav nastal
mezi 14 a 21 dny po spusténi bioreaktord. V urCitych fazich experimentu byly hodnoty
sledovanych koncentraci dusikatych sloucenin nad nebo pod limitnimi hodnotami, coz
negativné neovlivnilo vysledky experimentu. Jednotlivé hodnoty chemickych analyz
reaktort jsou uvedeny nize a na jejich zakladé 1ze usoudit, ze podminky dosazené pii
testovani nosicli byly u vSech reaktord velmi blizké. Nitrifikace tedy probihala bez
zaznamenanych problému, a proto muizeme vysledky analyz biofilmu (Tabulka 14)

povazovat za relevantni pro vyhodnoceni ucinnosti testovanych nosi¢t biomasy.
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5.3.3. Vlysledky respirometrie

Na konci respirometrickych testi byla naméfena koncentrace amoniakalniho
dusiku v lahvich vzdy nizsi nez 0,5 mg/1, tj. nitrifikace u vSech nosi¢t probihala s vysokou
ucinnosti jiz od prvnich testd. Nejucinn€jSimi nosici z hlediska metabolické aktivity
biofilmu na jejich povrchu (viz. Obrazek 42) byla mikrovlakna, kde velky vnitini prostor
nosi¢l umoznuje vysokorychlostni zachyceni biomasy ve struktufe nosiCe a tim se
zvySuje rychlost tvorby a stabilizace pfirozeného 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 narastem béhem néekolika tydnd. U mikrovlakennych nosict v§ak byly vysledky
respirometrie pifi prvnich méfenich pozitivné ovlivnény pfitomnosti zachycené
suspendované biomasy z faze inokulace. Znacnd velikost vnitiniho meziprostoru
zpusobuje pocate¢ni vysokorychlostni zachyceni suspendovaného kalu, coz vede
k rychlému nardstu pocatecni biomasy a ne zcela srovnatelnym vysledkiim (s jinymi

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

Jednotlivych nosicich biomasy

Nanovlakenné nosice vykazuji vyznamnou ucinnost 1 pii relativné nizkém plnéni
amen§im vnittnim prostoru. Jejich jedinou nevyhodou je mechanickd nestabilita
v provzdusiiovaném systému a delsi 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 vysoka (biofilm je pevné fixovan na povrchu nosice). U dat
z respirometrie (Obrazek 42) lze pozorovat pomaly narast aktivity biofilmu
u nanovlakennych nosici, a naopak rychly nastup aktivity u mikrovlakennych nosicu.
Je vSak obtizné odhadnout (v pfipadé mikrovlakennych nosicll), kdy se jedna pouze
o aktivitu zptusobenou Cistym biofilmem (nikoliv suspendovanou biomasou zachycenou
na nosici). Lze sledovat postupnou konvergenci hodnot aktivit mikro- a nanovlakennych
nosicu.

Jiz bylo prokazano, ze nosice AnoxKaldnes K3 funguji, ale jsou mén¢ ucinné nez
mikro- a nanovlakenné struktury kvali delsi dob€ kolonizace bakterii (nosi¢e nemaji piilis
porézni strukturu). Zachyceni mikroorganismi a vyvoj biofilmu tak trva podstatné 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 vyhodnéj§i (Ahmad et al. 2017b; Al-
Amshawee et al. 2021).
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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 qPCR byla pouzita predev§im pro vzajemné porovnani vzorkd nosict biomasy
a NGS k urceni bakterialniho konsorcia ve vzorcich. K ovéfeni pfitomnosti sledovanych

nitrifikacnich bakterii se pouzila metoda FISH.

gPCR analyza

Vysledky analyzy qPCR jsou interpretovany ve formeé 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 pramér duplikatu
hodnot Ct; v pfipadé duplikatu vzorkd, tedy nosici biomasy, se rozumi pramér Ctyf
naméfenych hodnot Ct. Interpretace vysledki analyzy qPCR je zalozena na inverzni
proporci. Napiiklad nizs§i hodnoty Ct ziskané pomoci markeru UI6SRT odrazi vétsi
koncentraci bakterialni biomasy ve vzorku. Maximalni mozna hodnota Ct je 40
a odpovida nulové detekci.

U vsech vzorkll z prvniho a druhého odbéru byla celkova bakterialni 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¢ti AnoxKaldnes K3 byla adheze suspendovaného kalu od
zaCatku procesu minimalni, proto se celkové hodnoty bakterialniho zastoupeni po delsi
dobu nezmeénily. VSechny testované markery specifické pro nitrifikaci byly detekovany
ve vSech vzorcich.
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Obr. 43 Priimérné Ct hodnoty testovanych biologickych markeriu pro jednotlivé vzorky
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Porovnani mnozstvi celkové a specifické bakterialni biomasy mezi jednotlivymi
vzorky nosi¢u biomasy z duplikatu je vyjadieno relativni kvantifikaci (Obrazek 44), ktera
popisyje relativni zménu mnozstvi daného markeru vzhledem k referen¢nimu vzorku, coz
je v tomto pripadé médium z reaktoru (suspenze byla ziskéana filtraci 500 ml média
z reaktoru). Relativni kvantifikace referencniho vzorku je rovna 1. Pfi prvnim odbéru
vzorkt (Obrazek 44, mésic 1) byla Cetnost NOB Nitrospira (NSR, nxrB) vys$si na vSech
nosi¢ich biomasy nez v médiu z reaktoru. Naopak mnozstvi funkéniho genu AOB
Nitrosomonas bylo na nosicich biomasy niz§i nez v médiu. Mnozstvi NOB Nitrospira
(NSR, nxrB) bylo o néco vyss§i na AnoxKaldnes K3 a nanovlakennych nosicich nez na
mikrovldkennych nosicich v prvnim vzorkovani. Mnozstvi AOB Nitrosomonas a NOB
Nitrobacter bylo vyssi na mikrovlakennych nosicich v porovnani s nosi¢i AnoxKaldnes
K3. Pfi druhém odbéru vzorkt (Obrazek 44, mésic 3) Ize po tfech mésicich provozu
pozorovat vyrazné vétsi rozdily v mnozstvi celkové a specifické bakterialni biomasy mezi
médiem z reaktoru a nosi¢i biomasy, zejména nosici z nanovlaken. Tento jev je zptsoben
niz§im odlu¢ovanim biomasy z nosict v pokrocilé fazi provozu bioreaktoru — stabilizace
biofilmu. Mnozstvi celkové bakterialni biomasy a AOB a NOB bylo vyznamné vyssi na
nosi¢ich nez ve 500 ml média; nejvyssi bylo na nanovlakennych nosic¢ich. Stejné jako
v prvnim vzorkovani mély nosi¢e AnoxKaldnes K3 niz8i vyskyt AOB Nitrosomonas
avyssi vyskyt NOB Nitrospira nez mikrovlakenné nosice ve druhém vzorkovani.
Celkové bakterialni oziveni bylo tfikrat vyS$si na nanovlakennych nosicich nez na
AnoxKaldnes K3. Soucasné bylo mnozstvi NOB Nitrospira 2,5-krat vys§i na
nanovlakennych nosic¢ich; tj. pomér NOB Nitrospira k celkové bakteriadlni biomase je

pravdépodobné vyssi u nosi¢i AnoxKaldnes K3 nez u nosic 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 nitrifikantd ve vzorcich ukazuje, ze pro rast 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 vysledka
patrné, vyssi aktivita, tedy 1 vysS§i mnozstvi biofilmu na mikrovladkennych nosicich
neznamena vyss§i pocet nitrifikacnich bakterii v biofilmu. U mikrovlakennych nosict
muze byt celkova aktivita (spotfeba Oz) zvySena vlivem endogenni respirace, ktera
vyplyva zvys§§iho mnozstvi biomasy ve struktufe nosiCe. Presto vSak vychazeji
mikrovlakenné nosi¢e na zakladé vysledkl respirometrie jako nejlepsi z hlediska
mnozstvi narostlého nitrifikujiciho biofilmu. Porovnani mezi vzorky jasné ukazuje, ze
nejvice je patrny rust nitrifikacnich bakterii na nanovlakennych nosicich zptisobeny 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 nanovlakenné struktury je podobna
mezibunécné hmote, jez je tvofena mikroorganismy a tvoii 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 zéakladé slozeni bakterialniho konsorcia (Obrazek 45) analyzovaného metodou

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

Obrazek 43 ukazuje vysledky NGS analyzy pro oba odbéry ve formé tzv. Krona
grafti. Nalezené mikroorganismy se b&né vyskytuji v biofilmovych systémech COV, coz
ukazuje na vhodné zvolené podminky béhem inokulace a pfi provozu laboratornich
modelt. Vyvoj AOB a NOB je patrny z grafi u vSech typt nosi¢t biomasy. Rozdil ve
strukture nosiCe vS§ak hraje vyznamnou roli v mikrobidlnim slozeni (Chen et al. 2021).
Nitrosomonas vykazaly znatelngj§i vyvoj mezi 1 a 3 mésicem na nosicich z mikrovlaken
a Nitrospira na nosi¢ich z nanovlaken a AnoxKaldnes K3. To naznacuje ruzné
environmentalni pozadavky bakterii. Zastupct 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 bakterialnim konsorciu. Na zaklade¢ téchto poznatku
lze i nastavit podminky pro ¢aste¢nou nitrifikaci.

V celkovém zastoupeni byly v prvnim odbéru pomérné dominantni bakterie rodu
Zoogloea. Tyto bakterie mohou zpusobit ojedin€lé zooglealni bobtnani kalu (pfi vyssSich
koncentracich) a napomahat enzymatickému rozkladu slozit&jsich latek, které se
v reaktoru objevuji v prvnich tydnech (An et al. 2016). Zoogloea muize vylucovat
extracelularni polymerni latky a hlavnimi slozkami jejiho povrchu jsou bakterialni
lipopolysacharidy. Diky tomu mize snadno vytvaret velky shluk buné€k a pfichycovat se
k povrchu nosict biomasy (Guo et al. 2019). Na zakladé mnozstvi bakterie Zoogloea ve
vzorcich mizeme usuzovat na pfitomnosti suspendovaného kalu na nosicich a jeho
postupnou eliminaci pfirozenym biofilmem, kde Zoogloea jiz nema divod se vyskytovat
(v nitrifikacnim reaktoru nema substrat) (Wang et al. 2019; Guo et al. 2019). Jak ukazuji
data NGS analyzy, nejvyssi zastoupeni této bakterie je v ptipadé prvniho odbéru vzorka
na mikrovlakennych nosi¢ich a nejméné na nosi¢ich AnoxKaldnes K3 (obdoba
nanovlakennych nosi¢l). To plné odpovida piedpokladim tykajicich se vyvoje
skutecného biofilmu. Po tfech mésicich od spusténi reaktoru byla pfitomnost Zoogloea
oproti puvodnimu stavu minimalni, véetné jeji pfitomnosti v samotném reaktorovém

médiu, coz dokazuje funkcnost nosicti i systému MBBR jako celku.
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Obr. 45 Vysledky NGS analyzy — sloZeni bakterialniho konsorcia v biofilmu na

testovanych nosicich a v médiu reaktoru (suspenze)

Metoda FISH

FISH snimky AOB a NOB se pouzivaji k potvrzeni pfitomnosti bakterii ve vzorcich
biofilmu odebranych z nosi¢l. Ze snimkt na obrazcich 46 a 47 lze s jistotou potvrdit
ptitomnost AOB 1 NOB (oranzové objekty) ve vzorcich, kde byly detekovany nitrifikacni
bakterie metodami qPCR a NGS. Lze zhodnotit, ze ptitomnost sledovanych AOB a NOB
je nesporna a muze odpovidat jejich procentualnimu zastoupeni v bakterialnim 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-mésic 1-NOB Nano-mésic 1-NOB

AK3-mésic 3-NOB Nano-mésic 3-NOB

Obr. 47 Snimky z FISH — zobrazeni NOB pro individudlni vzorky v jednotlivych odbérech

Izolace biofilmu z nanovlakennych nosi¢i byla velmi komplikovana, protoze, jak
jizbylo zminéno diive, biofilm se pevné prichyti k nosiclim a nelze jej béznymi metodami
oddélit. V metodach qPCR a NGS lze biofilm analyzovat spole¢né s nosicem, tj. neni
nutné separovat biomasu od nosice pro izolaci DNA. Naproti tomu pro analyzu FISH lze
pouzit pouze separovany biofilm, protoze nanovlakenny material pfi skenovani
fluorescenénim mikroskopem emituje zafeni, ¢imz interferuje s obrazovou analyzou
piitomnosti 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.

80



5.4. Priprava a testovani findlniho 3D mikrovlakenného nosice

Finalni podoba mikrovlakenného nosice biomasy byla pfevzata z predeslého
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 finalni produkt vyvoje byl tento nosi¢ testovan
v poloprovozu (pilotni test). Poloprovozni testovani bylo provedeno celkem dvakrat za
obdobnych podminek s tim, ze prvni test byl proveden v men§im objemu MBBR kolony.
Shrnuti parametrti a vlastnosti nosiCe S je uvedeno v nasledyjicich vétach. Nosic¢
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 tvorena polyesterem (PES; 0,1 mm monofil; distance 6 mm). Otvory v nosi¢i maji
velikost 3,5 x 3,5 mm. Celkova hustota nosice S je mirn€ nizsi néz hustota vody, tedy
plove na hladiné. Mechanicka stabilita je ve vodném prostredi velmi dobra, nedochézi
k rozvoliovani struktury ani po del§i dobé (né€kolik mésicl) zanofeni v namahaném
aerovaném prostiedi biologického reaktoru. Ruast biofilmu je umoznén v ramci celého
nosice stim, ze v ,hustsi“ struktufe spodni a vrchni vrstvy se biofilm tvoii rychleji.
Distance umoziuje proudéni média skrz nosi¢, také poskytuje prostor pro tvorbu

kvalitniho biofilmu a jejim zahusténim mizeme ménit celkovou hustotu nosice.

back side

spacer yarn / monofilament

Obr. 48 Fotografie zobrazujici strukturu finalni podoby mikrovidkenného nosice

5.4.1. \yhodnoceni zatéZzového pilotniho testu v mensim objemu
Béhem pilotniho experimentu s nosici S byla testovana a sledovana fada parametri,
které maji vliv na proces nitrifikace. Dlouhodoby test v realném prostfedi poskytl fadu
informaci ohledn¢ aplikace nosi¢t biomasy pro post-treatment procesy.
Respirometrické testy byly provedeny obdobné jako v ptedchozich experimentech
a pro méfeni byly pouzity taktéz 2 ks nosicl (15000 mm?l). Na zakladé

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

byla vzdy mensi nez 0,01 mg/1.
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Obr. 49 Grafy zobrazujici data z respirometrickych méreni aktivit biofilmu na nosicich

biomasy pro dané tydny (pilotni testovdani)
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V ramci pilotniho experimentu byla testovana ucinnost 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/l
NHa4-N abyla sledovana rychlost jeho degradace. Vysledky testt (Tabulka 15), které byly
ziskany stanovenim kinetiky procesu v rozmezi teplot 11-13 °C ukazuji, ze nitrifikacni
bakterie v biofilmu jsou mnohem vice odolngjsi vii¢i nizkym teplotam nez bakterie
v bézném aktivovaném kalu. Teplota pod 13 °C zpasobuje v béZném procesu nitrifikace
(na COV) vyrazné snizeni uéinnosti az plnou inhibici procesu, zatimco bakterie
v biofilmu jsou schopné i za téchto teplot eliminovat odpadni dusik s pouze mirnou
inhibici (Gnida et al. 2016). Pomalejsi pokles amoniakalniho dusiku (pokud odhlédneme
od vlivu teploty) muze byt zapficinén substratovou inhibici, kterou zptsobi jednorazovy

ptfidavek NH4-N do bioreaktoru.

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

Cas NH4-N NO,-N (0J3 Teplota
[mg/1] [mg/1] [mg/1] [°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 nosigich detekovany
markery specifické pro nitrifikaci, AOB (amoA) a NOB (NSR, nxrB, Nitrob, nxrBI).
U vSech vzorkl byly detekovany vSechny testované markery specifické pro nitrifikaci
kromé& markeru funkéniho genu archealni amoA, ktery byl detekovan pouze na nosicich
z 3. odbéru, a to jen na mezi detekce. Porovnani mnozstvi celkové a testované specifické
bakterialni biomasy na nosi¢ich v pribéhu experimentu bylo vyjadfeno pomoci relativni
kvantifikace (Obrazek 50), jenz popisuje relativni zménu mnozstvi daného markeru vici
referenénimu vzorku, kterym jsou vtomto piipadé nosi¢e biomasy z 1.odbéru.
Po 51 dnech mezi 1. a 2. odbérem se na nosicich z pilotniho experimentu mirné zvysilo
mnozstvi celkové bakterialni biomasy spolecné¢ s AOB Nitrosomonas (amoA) a NOB
Nitrospira (NSR, nxrB). V obdobi mezi 2. a 3. odbérem se na nosicich 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 vyrazné nezménilo.
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Obr. 50 Relativni  kvantifikace celkové a specifické bakteridlni biomasy na

mikrovlakennych nosicich S v prithéhu pilotniho experimentu vuci nosicum z 1. odbéru

V prabéhu provozu pilotniho MBBR systému byl na zakladé vysledki NGS
analyzy pozorovan vyrazny narust podilu nitrifikacnich bakterii, konkrétné AOB
Nitrosomonas aNOB Nitrospira, na nosiich zejména mezi 1.a2.odbérem
(Obrazek 51). Zastoupeni zminénych nitrifikacnich bakterii se po 2. odbéru mirné snizilo.
Ve 3. odbéru byl na nosi¢ich pozorovan vysoky podil bakterialniho rodu Limnohabitans,
ktery je schopen prvniho kroku nitrifikace, oxidace amoniaku. Déle byl ve vzorcich
nosict 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 archealniho funkéniho genu
amoniak monooxygenazy (arch amoA). Kromé nitrifikacnich bakterii byly na nosicich
rody Dokdonella,

biomasy abundantni bakterialni Flavobacterium, Haliangium,

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

S v pilotnim testu — zndzornény mikroorganismy na urovni rodu s abundanct >1 %
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Chemicka analyza, ktera probihala prabézné (kazdy den) ukazuje na vysokou
ucinnost eliminace davkovaného amoniakalniho dusiku. Hodnoty jsou zaznamenany
v tabulce a uvedeny v Pfiloze 1. K vykyvam (nizsi a¢innost) dochazelo predevsim pfi
zmeéné zatizeni a teploty. Doba zdrzeni byla posupné snizovana az na 1,2 h, coz je velmi

pozitivni pro G€innost post-treatment procesu.

5.4.2. Modifikace nosice S

V ramci zefektivnéni vyroby nosice a tim 1 snizeni jeho vysledné ceny byl proces
pleteni modifikovan tak, aby vysledna struktura byla naprosto totozna s puvodni
a zarovei se pletarsky proces podstatné zjednodusil. Z hlediska mechanickych vlastnosti
se nosi¢ S pripraveny modifikovanou metodou nezménil, struktura byla shodna s pivodni
a pro ovéfeni byl proveden laboratorni test, kde bylo sledovano osidlovani nosice
bakteriemi a tvorba biofilmu. Vysledky tohoto testu zde nejsou uvedeny (z divodu
ziskani témér totoznych vysledka s predchozim testem, coz bylo cilem), avSak veskera
data jsou dostupna u autora této prace. Test byl proveden za stejnych podminek, které
byly u testd s pavodnimi nosi¢i S. Vysledky testi byly porovnany a bylo vydano
stanovisko, ze zména pletarské technologie neméla zadny vliv na finalni strukturu nosice,
a tedy ani na jeji osidlovani biofilmem se specifickymi bakteriemi. Takto vyrobena
struktura definovanou pletatkou technologii je povazovana za finalné¢ vyvinuty
mikrovlakenny nosi¢, ktery byl nésledné testovan ve velkoobjemové poloprovozni

koloné& na COV Amazon (popsano nize).

5.4.3. \yhodnoceni pilotniho testu ve vétsim objemu

Bylo ptipraveno cca 4500 ks finalnich mikrovlakennych nosica, 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 I pro dlouhodobé testovani
nosicu. Test byl spustén dne 19.10.2021 a je stale provozovan.

Do soucasné doby probiha méfeni chemismu reaktoru v pravidelnych ¢asovych
intervalech, kdy vysledky jsou uvedeny v tabulce v Piiloze 2. Z dat 1ze odhadnout, ze ke
stabilizaci biofilmu na nosi¢ich doslo pfiblizné tyden po zacatku davkovani NHa-N.
Vétsinou se koncentrace NH4-N na odtoku pohybuje pod 0,5 mg/l, vyjimecné zvyseni
koncentrace na 1 mg/l je zpusobeno poruchou davkovani nebo kratkodobou zmeénou
slozeni odpadni vody na COV Amazon. Kyslik je konstantnim provzdusfiovanim

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 mize snizit
néaklady na provoz. Jelikoz byla hodnota koncentrace NH4-N na stabilni nizké trovni po
dlouhou dobu, byla postupné snizovana doba zdrzeni az na 1 hodinu. Respirometrické
hodnoceni zde slouzilo pouze pro ovéfeni aktivity biofilmu na nosicich a bylo provedeno
celkem dvakrat (Obrazek 52). Vysledky jsou srovnatelné s prvnim poloprovoznim testem
s tim, ze zde je rychlost odstranovani amoniakalniho dusiku ve stejném tydnu jesté vyssi.
Aktivita biofilmu je tedy znacnd a koreluje s vysledky chemismu reaktoru, kde se
ukazalo, ze biofilmovy systém s bakteriemi je schopny nitrifikovat s vysokou ucinnosti.
Podstatny je fakt, ze lze timto systémem odstranit z odpadni vody amoniakalni dusik

témér na nulové koncentrace pii nizké dobé zdrzeni (viz Ptiloha 2).

Rychlost spotieby O, 11. tyden Rychlost spotfeby O, rate 16. tyden
15 15
E 7 e NOSiC_1
S 10 / 10 — —
E v 4 y \ Nosic_2
% 5 5 \‘ Blank_1
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Obr. 52 Grafy zobrazujici data z respirometrickych méreni aktivit biofilmu na nosicich

biomasy pro 11. a 16. tyden provozu velkoobjemového pilotniho experimentu

Na vysledcich molekularni genetiky (QPCR a NGS) miZzeme vidét vyvoj
specifickych nitrifikacnich bakterii, které zvySuji své procentualni zastoupeni v celém
bakterialnim konsorciu v priabéhu experimentu. Tento fakt jasn€ naznacuje, ze vyvinuté
mikrovlakenné nosice podport rast t€chto bakterii a tim zvySuji ucinnost post-nitrifikace.

Vysledky qPCR analyzy (tzv. Ct hodnoty) jsou interpretovany ve formé grafu
prumérnych Ct hodnot (Obrazek 53) arelativni kvantifikace (Obrazek 54).
V nasledujicim textu je pod pojmem ,,Ct hodnota“ minén primér z duplikatu Ct hodnot,
v piipadé duplikatu vzorkli je minén primér ze 4 naméfenych Ct hodnot. Interpretace
vysledkti qPCR analyz je zaloZena na nepfimé umére, tudiz ¢im nizsi je Ct hodnota, tim
vetsi je mnozstvi cilové DNA ve vzorku a naopak. Konkrétné tedy v ptipadé qPCR
analyzy pomoci markeru UI6SRT, ¢im nizsi byla Ct hodnota, tim vétsi bylo celkové
bakteridlni oziveni (mnozstvi bakterialni biomasy) ve vzorku. Maximalni mozna

Ct hodnota je 40 a odpovida nulové detekci.
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Ve vSech vzorcich sendvicovych mikrovlakennych nosici typu S bylo celkové
bakterialni oziveni na vysoké urovni (viz Obrazek 53). Jiz po 55 dnech provozu reaktoru
na COV Amazon byly na nosiich detekovany viechny markery specifické pro nitrifikaci,
AOB (amoA) a NOB (NSR, nxrB, Nitrob, nxrBI). Na mezi detekce byl na nosicich dale

zaznamenan marker funkéniho genu archealni amoA (arch amoA).
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Obr. 53 Priimérné Ct  hodnoty  testovanych  biologickych markerit  u vzorki

mikrovidkennych nosicii béhem provozu systému pilotniho velkoobjemového MBBR

Porovnani mnozstvi celkové a testované specifické bakterialni biomasy na nosicich
biomasy v pribéhu experimentu bylo vyjadieno pomoci relativni kvantifikace
(Obrazek 54), jenz popisuje relativni zménu mnozstvi daného markeru vuci referenénimu
vzorku, kterym jsou v tomto pfipadé€ nosie 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, ktera byla zaznamenana v 1. odbéru. Mnozstvi
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 pripadé markeru nxrB i mirn¢€ vyssi. Abundance
markeru arch amoA byla v prub€hu experimentu na stejné urovni jako v 1. odbéru, az
v poslednim odbéru se mirn€ snizila. Mnozstvi markeru NxrB1 se v prubéhu pilotniho
experimentu vyrazné zvysilo, coz nekoresponduje s druhym markerem specifickym pro
NOB Nitrobacter, NSR. Tento trend byl pravdépodobné zptisoben piitomnosti funk¢éniho
genu nitrit oxidoreduktazy specifického pro NOB Nitrobacter v odlisSném bakterialnim

rodu v biofilmu na nosicich.
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Obr. 54 Relativni  kvantifikace celkové a specifické bakteridlni biomasy na

mikrovidkennych nosicii v priitbéhu experimentu vuci nosiciim z 1. odbéru

Vysledky NGS analyzy jsou zobrazeny pomoci OTU grafi (Obrazek 55-56).
Po 55 dnech provozu systému MBBR byl na nosi¢ich pozorovan velmi vysoky podil
nitrifikacnich bakterii (pfiblizné 50 % ze vsSech klasifikovanych bakterialnich rodu),
konkrétné AOB Nitrosomonas (1. odbér|I: 19,76 %; 1. odbér | 1I: 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 %), ujehoz zastupcti byla véetné schopnosti nitritace pozorovana
i denitrifikace (Gu et al. 2020). Dale byl ve vzorcich nosi¢lt zaznamenan pii velmi nizké
abundanci archeélni rod Candidatus Nitrosotenuis, amoniak-oxidujici archea (AOA), coz
koresponduje s detekci archedlniho funkéniho genu amoniak monooxygenazy
(arch amoA) v biofilmu na nosi¢ich pomoci qPCR analyzy (Sauder et al. 2018).
V prabéhu pilotniho experimentu se postupné mirn€ zvysil podil NOB Nitrospira
na ~40 % (4. odbér | I: 40,13 %; 4. odbér | II: 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 trovni jako v 1. odbéru (4. odbér | I: 21,19 %;
4. odbér |II: 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 systému MBBR byl na nosicich identifikovan navic nitrifikacni
azarovei  denitrifikacni  bakterialni rod  Sphingopyxis (3. odbér | I: 1,66 %;
3. odbér | II: 1,76 %), u néhoz byl detekovany markery pro nitritaci a redukci dusitant
na N> (Chen et al. 2022). V poslednim odbéru po 190 dnech provozu systému MBBR byl
na nosi¢ich detekovan kromeé vySe zminénych nitrifikacnich bakterii také

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

88



Kromé nitrifikacnich bakterii (Obrazek 55) byly na nosic¢ich biomasy abundantni
bakterialni rody Flavobacterium, Terrimonas, Myxococcus, Brevundimonas, SWB0?2,
Methylibium, Arenimonas, Luteimonas, Thermomonas, Opitutus a Prosthecobacter,
u jejichz zastupct 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 OLBI2 a Pedobacter detekované v biofilmu na nosicich 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
kodujici cytochrom ¢ nitrit reduktazu, coz je kliCovy enzym pro redukci dusitand 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 nosicut v pritbéhu pilotniho velkoobjemového experimentu
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5.5. Priprava a testovani findlniho 3D nanovlakenného nosice

Na zakladeé predchozich navrhi nosici, jejich testovani a analyz vysledk byl
navrzen nosi¢ biomasy v podobé core/shell systému (pracovni nazev ,,NBB nosic*), ktery
se vyznaCuje mnoha vyhodami — vlastni prostfedi nosiCe (mikro-reaktor), ochrana
nanovlakennych material pied vlivy namahanych biologickych systémut a nastavitelné
parametry pro ruzné typy procesu (za/bez pfistupu vzduchu). Nanovlakenné materialy
pro adhezi mikroorganismi byly vybrany na zakladé predchozich zkusSenosti. Celkem
byly testovany 2 rizné prototypy NBB nosice, kdy prvni prototyp s komeréné dostupnym
obalem nevyhovoval z divodi malého vnitiniho objemu a struktufe obalu — tomuto
prototypu nebude nadale vénovana pozornost.

Jako druhy prototyp byl vyvinut a otestovan nosi¢ biomasy, kde obal (shell) tvori
polypropylenova (PP) koule s definovanymi otvory a funkéni slozka (core) jsou
nanovlakna PVB piipravena metodou Nanospider™. Nosi¢ s pracovnim nazvem 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 nosie funguje jako vlastni reaktor, kde mohou probihat procesy za
jinych podminek nez v celém objemu reaktoru. Mira adheze bakterii, vyvoj a setrvani
biofilmu je ddno materialem a jeho strukturou, v nasSem piipadé¢ PVB nanovlakny, které
maji vhodny povrch, porozitu i pomeér povrch/objem. Otvory PP obalu jsou navrzeny tak,
aby dochazelo k dostatecnému proudéni média dovnitf nosi¢e (tedy do prostoru

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

5.5.1. Vyvoj, navrh a testovani NBB nosice

Z ptedchozich vysledki byl jako vhodny polymer pro funkéni napli nosice vybran
polyvinylbutyral (PVB, 20 g/m?). Polymer byl ve formé& ploiné vrstvy nastithané na
pozadovanou velikost. Obal byl navrhovan tak, aby zabezpecil nésledujici: ochranu
nanovlakenné vrstvy, snadny pratok média vnitfnim prostorem nosice s nanovlakennou
vrstvou, zachyt mikro-bublin z provzdusiiovaného systému, plovani v kapalném médiu
a zaroven snadné michani nosi¢l 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 mens§imi nosici, jejichz obal byl komerc¢né dostupny,
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druhy test potom s mnou navrzenym obalem (komeréné dostupny nevyhovoval

pozadavkim, jak bylo zminéno vyse).

&
O

Obr. 57 Fotografie navrzenych a vyrobenych nosicii, (vlevo) mensi a komercné dostupny

obal, (uprostied) mnou navrzeny prototyp obalu, (vpravo) findlni nosic vytvoreny pomoci

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

Nosi¢ byl testovan v laboratorni biologickém reaktoru o stejnych parametrech, jaké
byly typické pro predchozi experimenty. Do reaktoru s odpadni vodou a nosi¢i bylo
kontinualné pfivadéno médium, které obsahovalo odstatou kohoutkovou vodu, amonné
ionty (NH4-N 10 az 20 mg/l) a fosfatovy pufr (PO+>-P cca 5 az 20 mg/1). PInéni reaktoru

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

MeéfFena a sledovana data

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

Den NH4-N [mg/1] PO4*-P [mg/1] NaHCOs [mg/1]
7 12,1 9,3 40
14 15,2 11,9 40
21 9,8 16,4 40
28 114 10,7 40
35 11,6 8,1 40
42 8,4 3,6 40
49 13,5 9,9 40
56 14,2 13,5 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

Nefiltrovana . ,
Den CHSKcr CIESEZ’V ﬁﬂan “[ﬂff;,f]’ NOs-N [mg/l] NH:-N [mg/I]
[mg]
7 8.3 8.1 0,72 11,8 0,66
14 8.1 72 0,44 11,8 0,23
21 6.1 6.0 035 13,8 0,70
28 5.0 43 0,19 13,2 0,33
35 6.3 46 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 47 43 0,38 15,3 0,43
63 5.1 49 027 13,5 0,20
70 5.2 48 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—78" HRT =0,5
14 73—7.5" 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—72" HRT = 0,5; respirometrie 3
63 6,6—7.9" HRT =0,5
70 6,8 HRT = 0,5; respirometrie 4; MO2

* pH upraveno pfidanim NaOH

Vysledky respirometrie

Pro respirometricky test byl pouzit jeden nosi¢, kdy nanovlakenna vrstva uvnitt
méla efektivni plochu 16 000 mm?*1. Vysledky respirometrickych testd (Obrazek 58)
potvrzuji zna¢nou ucinnost NBB nosi¢u pii odstranovani amoniakalniho dusiku
z odpadni vody. Byl pozorovan rychly nastup aktivity pfi eliminaci NH4-N a rychla
stabilizace biofilmu. Mirny pokles byl zaznamenan v 56 dni (nepatrna zména) a nasledné
nastal opétovny narast aktivity na pivodni hodnoty. Jiz od prvniho respirometrického
meéfeni se aktivita nitrifikacnich bakterii v biofilmu udrzovala na velmi vysoké urovni
bez vyraznych vykyvi, coz ukazuje na velmi rychlou tvorbu a stabilizaci pravého
biofilmu. Rychlosti eliminace NH4-N byla oproti pivodné testovanym nosicum
v laboratornim reaktoru podstatné vyssi. Tedy byla potvrzena vysoka ucinnost NBB

nosicu 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 testi vychazeji pro NBB nosice (2., tedy finalni
prototyp nosice) velmi pozitivn€. Pro srovnani druhého prototypu NBB nosice s prvné
testovanymi nosici (tedy komeréné dostupnymi AnoxKaldnes K3, mikrovldkennymi
a prvnim prototypem NBB — budeme ve vysledcich nazyvat jako nanovladkna) jsou
v nasledujicich grafech zobrazeny hodnoty pro vSechny tyto nosiCe. Z grafu relativni
kvantifikace (Obrazek 59), u niz byly nosi¢e AnoxKaldnes K3 referen¢nimi vzorky,
vidime znacny narust specifickych markerti praveé pro NBB nosice. Nizsi hodnota celkové
biomasy neni v tomto pfipadé negativnim vysledkem, jelikoz nam ukazuje, ze na NBB

nosic¢ich 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 |
P ' ! ' ' ! 32,58
. 1 1 1 1 1
= I ' I ' !
i i i i i
g w0 : : : : :
i 1 i i i
E | 1 i i |
E 1,57 ! 1,57 ! 1,51 ' 1,64 ' ;
= 1 H 1 H 1 | 1 ' 1 i
= 1
= il 1 i 1 i
= 092 | i -l. i .0,76 i :
i H i i !
I : : e 032 | : o
0,1 0,16 i i 0,17 ; i i
i 0,11 1 i i |
i i i i i
i i i i i
i i 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 | Mikrovldkna @ 1. odbér | Nanovlikna W 1. odbér | NBB
B. 100 : : : : :
i i i 1 i
i i i 1 i
i i | | i
i | | | |
| 12,30 | i ! ! 13,94
8 10 i 745 i i i 7,10 i 7,69
— ' ' ' 1 1
=2 442 : : : 3,93 ! ! 289
E i i 2,54 i E L2 E S
- ! L Y RSN WA
= 1 L L L L
g o i i i i
£ = , W e :
- 0,46 i 0,53 i 055 046%°7 1 i
=2 : i 0,32 i 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 1 |
i i | | i
i | | | 1
i | | | i
0,01 i i | ' '
U16SRT amoA NSR nxrB Nitrob NxrB1
Markery
O 2. odbér | Kaldnes K3 O2. odbér | Mikrovldkna O 2. odbér | Nanovlakna | 2. odbér | NBB

Obr. 59 Relativni kvantifikace celkové a specifické bakteridlni biomasy mezi jednotlivymi

typy nosicu v 1. odbéru (4) a 2. odbéru (B)

Analyza NGS (Obrazek 60) pfedevs§im ukazuje, ze pouze na NBB nosicich je
zastoupeni AOB a NOB organisml rozmanitéjsi, tedy rostou zde i velmi specifické
nitrifikacni bakterie. Dale vidime, ze u NBB nosi¢d doslo mezi 1. a 2. odbérem
k nejvysS§imu narastu nitrifikacnich bakterii, coz je zasadni z hlediska uréeni ucinnosti
téchto nosicu pro nitrifika¢ni proces. Obecné je zastoupeni AOB a NOB na v§ech nosicich
podobné, coz je bézny vysledek, ktery dokazuje schopnost AOB i NOB osidlovat rizné
povrchy s piiblizné stejnym zastoupenim — to vSak nic nevypovida o rychlosti ristu

a jejich absolutnim mnozstvi na nosicich.
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Zhodnoceni

Vysledky respirometrie i molekularné genetickych metod jasné potvrzuji, ze finalni
prototyp NBB nosicti je vhodny pro osidlovani Cistirenskymi (konkrétné nitrifikaénimi)
bakterie. Aktivita biofilmu je na vysoké urovni, eliminace amoniakalniho dusiku se
pohybovala okolo 98 % a metoda qPCR potvrdila hojnost nitrifikacnich bakterii ve
vzorcich biofilmu. V porovnani s ostatnimi nanovlakennymi 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 nitrifikanich bakterii. Nosi¢ NBB jako celek je velmi pokrocily a diky jeho
komplexni struktufe bude vhodny pro aplikace i do dalSich biotechnologickych procesu.

Pilotni test je pfipraven — Ceka se na ukonceni pilotniho testovani mikrovlakennych
nosici. Avsak na zakladé ziskanych laboratornich vysledku a predpokladiim vztahujicim
se k souvislosti mezi mikro a nanovlakennymi nosi¢i lze tvrdit, ze vyuziti NBB v praxi
bude mit znaCny pifinos pro post-treatment systémy, které by mély zajistit eliminaci

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

Vyvoj mikrovlakennych struktur pro vytvoreni 3D nosice biomasy, ktery probihal
ve spolupraci s Katedrou technologii a struktur (FT TUL), poskytl jednak finalni produkt
nosi¢e biomasy pripraven¢ho pro realné aplikace a jednak znalostni bazi pro vyvoj
a testovani pokrocilych nanovlakennych nosi¢i biomasy s potenciadlem komercniho
vyuziti. Jak ukazaly prvotni testy, zasadni parametry v ptipadé mikrovlakennych nosic¢t
ovliviiyjici adhezi mikroorganismu, naslednou tvorbu biofilmu a jeho stabilitu jsou
velikost vnitiniho prostoru, struktura nosice (hustota), porozita povrchu a jeho schopnost
proudit v dynamickém systému. Na zakladé téchto pozadavkd byl vytvoren 3D
mikrovlakenny nosi¢ biomasy sendviCové struktury, ktery poskytuje cilovym
mikroorganismim vhodné prostiedi pro jejich rist.

Bylo zjisténo, Ze velmi dalezitym procesem je zpusob inokulace biologického
systému s nosici, a s tim souvisi mnozstvi kalu, ktery se v prvnich dnech zachyti na
nosi¢ich, coz je velmi ovlivnéno pravé strukturou samotného nosice. Cim vetsi
koncentrace kalu pouzitd pfi inokulaci (rozsah 50-500 mg/l), tim vice dochazi k jeho
uvolfiovani z nosi¢e do média a vysledny zachyt suspenzni biomasy je obdobny.
Z hlediska parametri nosi¢u dochazelo k nejvét§imu naslednému uvolfiovani kalu prave
u nosice S (nejmensi povrchové otvory), tedy nosi¢ S zachytaval nejvice kalu, ktery se
z néj nasledné dobfe vyplavoval. U nosi¢e S pro vSechny koncentrace kalu dochazelo
k jeho zna¢nému zachytu pfi inokulaci. Mensi velikost pora nosice tedy pravdépodobné
zpusobuje vetsi nahromadéni kalu a jeho ur€ité setrvani (b€hem inokulace) ve struktuie
nosic¢e. Celkové z namérenych dat vyplynulo, Ze pro inokulaci systému plné dostacuje
nejnizsi koncentrace kalu (50 mg/1), ktera zajisti dostateCny pranik mikroorganismi do
celého systému nosice. Podstatné je, ze nosi¢e by mély mit takovou strukturu, ktera
umozni jednat kvalitni prutok odpadni vody skrze né (kontakt bakterii s polutanty), ale
také umozni snadné vyplavovani kalu ¢i odumftelych ¢asti biofilmu, které by pfi setrvani
ve struktufe nosice v nepiistupnych makroporech zahnivaly a znehodnocovaly vykon
nosice.

Pilotni testovani finalnich nosici S v post-nitrifikacnim procesu ukazalo, ze rast
pravého biofilmu s hojnym poctem nitrifika¢nich bakterii je podpoten praveé specifickou
strukturou nosicu. Pilotni testy prokazaly znacnou G¢innost odstranovani amoniakalniho
dusiku z odpadnich vod, a to i pfi velmi nizkych teplotach. Stabilita biofilmu a samotnych

nosi¢u byla velmi dobra i v 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.

Kli¢ovych prvki pro vybér vhodného materialu k ptipravé nanovlakennych nosict
biomasy je nékolik. Primér vlaken rozhoduje o specifickém povrchu a mechanickych
vlastnostech vrstev, coz jsou dulezité parametry jak pro primarni adhezi bakterii, tak pro
zivotnost samotného nosice. Charakteristiky povrchu jsou zasadni pro bakterialni adhezi,
prostupnost bakterii a jejich extracelularni matrix tésné pod povrch (zabudovani biofilmu
do povrchu). S timto souvisi i porozita nanovlakenného nosiCe, ktera musi umoznit
bakteriim vstup do vnitini struktury nosice, ale pouze do urcité hloubky. V pfipadé pftilis
velkych pora dochazi smérem dovniti k zahustovani biofilmu a ve vzdalenéjSich vrstvach
jiz nedochazi ke kontaktu s polutanty ve vodé a v ptipadé oxickych systému k dostatecné
saturaci kyslikem, coz vede k ubytku aktivni bakterialni populace. V této fazi muze
dochazet ke zvySovani hmotnosti nosie inertem, coz je nezadouci. Na zakladé
vyjmenovanych parametrti a s ohledem na ekonomickou naroc¢nost byl jako idealni nosi¢
vybran material z PVB nanovlaken pfipraveny technologii Nanospider. Prameér
nanovlaken (cca 400 nm) v tomto ptipadé zajistuje dobrou mechanickou stabilitu vrstvy
a zaroven vlakna tvoti dostate¢né€ jemnou vnitini strukturu, coz je pro bakterie vyhodné.
Porozita této vrstvy je v rozmezi, kdy bakterie a jejich produkty nepronikaji pfilis
hluboko do struktury nosiCe, ale zarovenn v blizkosti povrchu jim vytvaii vhodné
prostiedi.

Postupny vyvoj nanovlakennych nosi¢u ukazal pozadavky na tento typ nosice
z hlediska jejich dlouhodobé stability v namahaném prostiedi a rastu preferencnich
mikroorganismd. Primarni je vytvofeni nanovlaken se specifickym povrchem, ktery je
z hlediska drsnosti povrchu blizky povrchu mikroorganismti (Rasouli 2019) a obsahuje
dostatecné mnozstvi hlubsiho prostoru (véetné péri). Na téchto materidlech dochazi
k rychlé adhezi specifickych bakterii, které rychle tvofi biofilm. Jak ukazaly vysledky,
biofilm na nanovldkennych nosic¢ich se nejen rychle vytvaii a obsahuje znaéné mnozstvi
specifickych bakterii, ale také je velmi dobie pfichycen k povrchu; oproti komercné
dostupnym i mikrovlakennym nosi¢iim je té€zko odd€litelny i pii pasobeni ultrazvuku. To
poskytuje zna¢nou vyhodu predevsSim pro procesy, kde vznikd zna¢né mechanické
namahani (Jako napiiklad aerované biologické systémy). Z hlediska mechanické stability
je potieba pro nanovlakna vytvorit ochranu, ktera zajisti jejich dlouhodobou zivotnost.
Na zakladé teoretickych predpokladii a laboratorniho testovani byla vytvorena 3D

struktura, ktera zajiStuje nanovlaknim ochranu a zaroveni je uvniti téchto struktur
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vytvoreno vlastni prostiedi, které znasobuje uc¢innost biologickych procest probihajicich
pii styku biofilmu a latek v médiu.

Cilem jedné casti doktorské prace bylo otestovat nove navrzené a pfipravené nosice
biomasy v laboratornim nitrifikacnim reaktoru a porovnat je s komeréné dostupnym
nosi¢em. Z testovanych typa nosicti biomasy vykazovaly nejvétsi relativni zastoupeni
nitrifikanich bakterii nosi¢e nanovlakenné. Nanovldkenné nosi¢e vyrazné piedcily
ostatni nosice ve schopnosti velmi pevné vazat vysledny biofilm. Jejich nevyhodou muze
byt dlouhodoba stabilita v provzdusiovaném systému, ale tomu se muze pfizpusobit
mechanickd podpora (ochrana) téchto nosici. Mikrovlakenné nosice maji vysoce
fragmentovanou vnitini strukturu, ktera muze zpusobit akumulaci biomasy. Velka
velikost vnitiniho meziprostoru zpusobuje pocateni vysokorychlostni zachyceni
suspendovaného kalu, coz vede k rychlému naristu pocateCni biomasy, a ne zcela
srovnatelnym vysledkiim s jinymi nosi¢i v prvni fazi osidlovani (tj. pfed dosazenim
ustaleného stavu) (Ahmad et al. 2017). Pro systémy, kde dochazi k uniku biomasy
z hlavni Casti technologické linky do nasledného post-treatmentu, predstavuje
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 odstrafiovanim polutantd diky velmi stabilnimu
biofilmu s nizkou koncentraci odlouc¢ené (suspendované) biomasy. Komercné dostupné
nosi¢e AnoxKaldnes K3 jiz prokazatelné funguji, ale jsou méné ucinné nez mikro-
ananovlakenné struktury kvuali del$i dobé kolonizace bakterii (nosiCe nemaji piili§
porézni strukturu). Nizka drsnost povrchu nosic¢t AnoxKaldnes K3 dale zptsobuje mensi
stabilitu vytvoreného biofilmu na jejich povrchu. Tato nevyhoda je zasadni v procesu
post-treatmentu (piedev§im post-nitrifikace a odstrafiovani mikropolutanttl) na COV
a predurCuje pro tuto aplikaci nosiCe s vysokou drsnosti povrchu a definovanou
porovitosti (Ahmad et al. 2017, Al-Amshawee et al. 2021).

Dulezité pro hodnoceni testovanych biologickych systémd byly metody
molekularni genetiky, které jsou zalozeny na odliSnych principech a vysledky analyz je
Casto obtizné porovnavat. Metody FISH, qPCR v realném ¢ase a NGS se vSak mohou
vzajemné dopliiovat. V NGS analyze lze ve vzorcich sledovat pomér jednotlivych
bakterialnich rodu. Naproti tomu pfi qPCR lze mezi vzorky porovnavat abundanci
sledovanych bakterii nebo jejich funkénich genti. 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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probiha na urovni DNA, na rozdil od FISH, kde jsou vzorky hodnoceny na bunécné
urovni. Metoda qPCR je tedy vyrazné citlivejsi a umoziuje detekci bakterii pti nizkych
koncentracich. Vysledky qPCR nam tedy ukazuji rozdil v poctu specifickych cilovych
gend mezi vzorky. Naproti tomu NGS analyza ukazuje podil konkrétnich taxonu
v jednotlivych vzorcich. Naptiklad, pokud existuji tfi vzorky se zndmym mnozstvim
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 vyssi podil NSR ve vzorku C. Vysledky analyzy qPCR 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 molekularné genetickych metod neposkytuje
informace o typu a poctu bakterii pfitomnych v biofilmu. Naopak podava prehled
o aktualni metabolické aktivité mikroorganismi 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
adalsi specifické vlastnosti materialu (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) lze vystizné vyhodnotit vhodnost testovanych nosict

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

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

Za hlavni praktické vystupy lze povazovat (1) 3D mikrovlakenny nosi¢ biomasy
sendvicové struktury, ktery vznikl ve spolupraci 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 vyuzitelny pro specifické ucely docistovani
odpadnich vod — predevsim pro eliminace dusikatych a dalgich latek na odtoku z COV,
kde se vyzaduje vysoka cistota tohoto odtoku (chranéné nebo evropsky vyznamné
lokality). Oba nosiCe biomasy Ize uplatnit predev§im v kompaktnich MBBR systémech
post-nitrifikace, kde 1ze v principu doci§tovat z odpadnich vod zbytkova znecisténi. Pro
dalsi post-treatment procesy (napf. odstranovani mikropolutant) bude potieba vyuZiti
téchto nosicl ovéfit. Zasadni vyhodou je, ze s pomoci nové vyvinutych nosic¢ biomasy
lze dosahnout témé&f nulovych koncentraci dusikatych latek na odtocich z COV bez
zasadniho navySeni ekonomickych narokd. NosiCe mohou byt i pomérné jednoduse
modifikovany pro uzpasobeni podminek vyzadujicich odlisné biotechnologické procesy.
Na zakladé dosazenych vysledkd a ziskanych praktickych zkuSenosti (TRL 7) lze
predpokladat, ze vyvinuté nosic¢e biomasy v budoucnu vstoupi na trh.

Vymezeni se oproti komercnim produktiim je zcela jasné definovatelné: komeréné
dostupné nosiCe biomasy jsou predevSim rizné tvarované plastové produkty, které
postradaji oproti mikro- nebo nanovlakennych nosi¢im 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 nosicu
biomasy je taktéz jednoznacné dané: dfive vyvinuté nosic¢e biomasy byly zcela jiného
typu (struktury) a nebyla zde provedena detailni analyza bakterialnich konsorcii
v biofilmu na nosic¢ich béhem experimentt, coz, jak se ukazalo je velmi podstatné.

Jako konkrétni vystupy vznikly 2 funkéni vzorky riznych typi nanovlakennych
nosict biomasy a pro finalni podoby mikro- i nanovlakennych nosi¢l je pfipravovana
ochrana duSevniho vlastnosti v podobé patenti. 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 piinos je predevsim ocekavan v oblasti mozného vyuziti finalnich nanovlakennych
nosi¢i 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 1 mezinarodnich konferencich. Pfedev§im ziskané znalosti
v oblasti slozeni bakterialniho konsorcia na specifickych povrsich nosici biomasy
a porovnani riznych typt nosi¢i biomasy piinesly odborné vefejnosti a oblasti
biofilmovych procesti obecné nové poznatky vyuzitelné pro laboratorni i provozni
experimenty (vCetné realnych aplikaci). Znacnym piinosem jsou ziskané znalosti
z oblasti testovani biofilmu pomoci riznych metod a porovnani téchto metod poskytuje
navod pro konkrétni potieby testovani biofilmovych systému. Dale pak byly ziskany
znalosti v oblasti nanovlakennych material(i a jejich pfipravy za ucelem konkrétnich
biotechnologickych aplikaci.

Tato disertacni prace prispéla i fadé projektim, které fesi nebo fesili post-treatment
procesy nebo obecné docistovani odpadnich vod. V ramci vyzkumu a konferenci byly
navazany kontakty s riznymi Ceskymi i zahrani¢nimi pracovisti a odborniky, coz je
vyuzivano pro piipravu novych projektd a vyvoj novych technologii. Pro novy typ
nanovlakennych (core/shell) nosi¢li biomasy byl vytvofen ve spolupraci FA (TUL)
exponat, jez umélecky vyjadiuje proces a nutnost ¢isténi odpadnich vod. Tento exponat
jiz byl soucasti nékolika prestiznich odbornych akci a dale bude vyuzivan pro potieby

propagace.
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8. ZAVER

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

Biologické testovani riznych typt nosict biomasy v bioreaktoru post-nitrifikace,
veetné testovani za limitnich podminek, a nasledné hodnoceni biofilmu ukéazalo, ze velmi
specificky povrch PVB nanovlaken umoziuje velmi kvalitni adhezi Cistirenskych
bakterii, které jsou v takovém biofilmu aktivni a jsou castecné chranény pred
nepiiznivymi vlivy. 3D mikrovlakenné nosi¢e maji vyborné piedpoklady pro kvalitni
osidlovani mikroorganismy v ur€itych procesech. V biofilmu na nanovlakennych
nosic¢ich bylo ve vétsiné experimentech nalezeno nejvétsi mnozstvi nitrifikacnich bakterii
v porovnani sjinymi nosi¢i. Nosi¢e z nanovldken vyrazn€ piekonaly ostatni ve
schopnosti velmi pevné vazat biofilm, ktery je dle respirometrickych vysledku velmi
aktivni. Jejich nevyhodou muze byt dlouhodoba stabilita v provzdusnovaném systému,
ale pro tento ptipad byl vyvinut nosi¢, kde jsou nanovlakna chranéné (core/shell forma
nosice). Vcetné vyvinuti dvou typu nosi¢u uplatnitelnych na riznych cistirenskych
provozech byly na zakladé dlouhodobého testovani riznych struktur ziskany vysledky,
které jsou piinosem pro oblast biofilmovych procesi a jejich hodnoceni pomoci
molekularné genetickych metod. Jedna se o zji§téni souvislosti mezi ptitomnosti bakterie
Zoogloea v biofilmu a jeho vyvojem a dale se jedna o zhodnoceni a porovnani
jednotlivych metod vhodnych pro analyzu biofilmu v zavislosti na riznych parametrech.

Dal§i pokrok vtéto praci je spatfovan v dlouhodobém a velkoobjemovém
poloprovoznim testovani nanovlakennych nosi¢t biomasy na realné Cistirn€, kde by
dochazelo k eliminaci dusikatych polutanti, CHSK a pfipadné rozkladnych produkti
mikropolutantd. Usilovna prace ve zdokonalovani vyvinutych nosic¢i biomasy, jejich

modifikaci a zavedeni do praxe (uvedeni na trh) bude nadéale pokracovat.

103



Seznam publikaci autora

HAVLICEK, Karel, Magda NECHANICKA, Tomas LEDERER a Brigita KOLCAVOVA
SIRKOVA, 2021. Analysis of nitrifying bacteria growth on two new types of biomass carrier
using respirometry and molecular genetic methods. Ecotoxicology and Environmental Safety
[online]. 225. ISSN 109024 14. Dostupné z: doi:10.1016/j.ecoenv.2021.112795

HAVLICEK, Karel, Lucie SVOBODOVA, Totka BAKALOVA a Toma$ LEDERER, 2020.
Influence of electrospinning methods on characteristics of polyvinyl butyral and polyurethane
nanofibres essential for biological applications. Materials and Design [online]. 194.
ISSN 18734197. Dostupn¢ z: doi:10.1016/j.matdes.2020.108898

HAVLICEK, Karel, Magda NECHANICKA, Lucie SVOBODOVA, 2020. Pfiprava a hodnoceni
nanovlakennych materiali pro aplikace v oblasti ¢iSténi odpadnich vod. Vodohospodarské
technicko-ekonomické informace. 62, 16-24. ISSN 0322-8916

HAVLICEK, Karel, Lucie SVOBODOVA, Totka BAKALOVA, 2020. Pokrogila obrazova
analyza mikroskopickych snimki nanovlakennych vrstev. Jemnd mechanika a optika. 65, 243-
248. ISSN 0447-6441

TIMMINS, Renee L., Anil KUMAR, Maximilian ROHRL, Karel HAVLICEK, Seema
AGARWAL a Josef BREU, 2022. High Barrier Nanocomposite Film with Accelerated
Biodegradation by Clay Swelling Induced Fragmentation. Macromolecular Materials and
Engineering [online]. 307(6), 2100727. ISSN 1439-2054. Dostupné
z: doi:10.1002/MAME.202100727

RAMAKRISHNAN, Rohith K., Daniele SILVESTRI, Nechikkottil S. SUMITHA, Nhung H. A.
NGUYEN, Karel HAVLICEK, Dariusz ELUKOWIEC, Stanistaw WACEAWEK, Miroslav
CERNIK, Diwakar TIWARIL Vinod V. T. PADIL a Rajender S. VARMA, 2022. Gum
Hydrocolloids Reinforced Silver Nanoparticle Sponge for Catalytic Degradation of Water
Pollutants.  Polymers 2022  [online]. 14, 3120. ISSN 2073-4360.  Dostupné
z: doi:10.3390/POLYM 14153120

SVOBODOVA, Lucie, Karel HAVLICEK, Magda NECHANICKA, Roman SPANEK, Brigita
Kolgavova SIRKOVA, Irena LENFELDOVA, Ondicj LOUDA, Eva MOUCKOVA a Tomas
LEDERER, 2021. Microfiber structure for enhanced immobilization of nitrifying bacteria in a
post-nitrification reactor. Environmental Technology and Innovation [online]. 21, 101373.
ISSN 23521864. Dostupné z: doi:10.1016/j.eti.2021.101373

VENKATESHAIAH, Abhilash, Karel HAVLICEK, Renee L. TIMMINS, Maximilian ROHRL,
Stanistaw WACLAWEK, Nhung H.A. NGUYEN, Miroslav CERNIK, Vinod V.T. PADIL a
Seema AGARWAL, 2021. Alkenyl succinic anhydride modified tree-gum kondagogu: A bio-
based material with potential for food packaging. Carbohydrate Polymers [online]. 266.
ISSN 01448617. Dostupn¢ z: doi:10.1016/j.carbpol.2021.118126

IBRAHIM, Mayza, Michal KREJCIK, Karel HAVLICEK, Stanislav PETRIK a Mohamed
ELDESSOUKI, 2020. Evaluation of Chemical and Physical Properties of Biodegradable Gum
Arabic/PVA/Ag Nanofibrous Membranes as a Potential Wrapping Material. Journal of
Engineered  Fibers  and  Fabrics. 16.  ISSN: 1558-9250.  Dostupné  z:
https://doi.org/10.1177/1558925020946451

KOLCAVOVA SIRKOVA, Brigita, Irena LENFELDOVA, Karel HAVLICEK, Martina
RYVOLOVA, Monika VYSANSKA, Tomas LEDERER a Petra JIRASKOVA, 2022. Three-
dimensional knitted spacer microfiber biomass carrier for wastewater treatment. Journal of
Industrial Textiles. V recenznim fizeni.

104


http://1016Vj.ecoenv.2021
https://doi.org/10.1177/1558925020946451

Reference

ABZAZOU, Tarik, Rosa M. ARAUJO, Maria AUSET a Humbert SALVADO, 2016. Tracking and
quantification of nitrifying bacteria in biofilm and mixed liquor of a partial nitrification MBBR pilot plant
using fluorescence in situ hybridization. Science of the Total Environment [online]. 541, 1115-1123.
ISSN 18791026. Dostupné z: doi:10.1016/j.scitotenv.2015.10.007

ADELEYE, Adeyemi S., Jon R. CONWAY, Kendra GARNER, Yuxiong HUANG, Yiming SU a Arturo
A. KELLER, 2016. Engineered nanomaterials for water treatment and remediation: Costs, benefits, and
applicability. Chemical Engineering Journal [online]. 286, 640-662. ISSN 13858947. Dostupné
z: d0i:10.1016/j.cej.2015.10.105

AHMAD, Muhammad, Sitong LIU, Nasir MAHMOOD, Asif MAHMOOD, Muhammad ALI, Maosheng
ZHENG a Jinren NI, 2017a. Effects of porous carrier size on biofilm development, microbial distribution
and nitrogen removal in microaerobic bioreactors. Bioresource Technology [online]. 234, 360-369.
ISSN 18732976. Dostupné z: doi:10.1016/j.biortech.2017.03.076

AHMAD, Muhammad, Sitong LIU, Nasir MAHMOOD, Asif MAHMOOD, Muhammad ALI, Maosheng
ZHENG a Jinren NI, 2017b. Effects of porous carrier size on biofilm development, microbial distribution
and nitrogen removal in microaerobic bioreactors. Bioresource Technology [online]. 234, 360-369.
ISSN 18732976. Dostupné z: doi:10.1016/j.biortech.2017.03.076

AHMED, Warsama, Xin TTIAN a Robert DELATOLLA, 2019. Nitrifying moving bed biofilm reactor:
Performance at low temperatures and response to cold-shock. Chemosphere [online]. 229, 295-302.
ISSN 18791298. Dostupné z: doi:10.1016/j.chemosphere.2019.04.176

AKINAY, Yuksel, Fatih HAYAT a Bektas COLAK, 2019. Absorbing properties and structural design of
PVB/Fe 3 O 4 nanocomposite. Materials Chemistry and Physics [online]. 229, 460—-466. ISSN 02540584.
Dostupné z: doi:10.1016/j.matchemphys.2019.03.039

AL-AMSHAWEE, S. K., M. Y. YUNUS a A. A. AZODDEIN, 2020. A Novel Microbial Biofilm Carrier
for Wastewater Remediation. IOP Conference Series: Materials Science and Engineering [online].736,
072006. ISSN 1757899X. Dostupné z: doi:10.1088/1757-899X/736/7/072006

AL-AMSHAWEE, Sajjad, Mohd Yusri Bin Mohd YUNUS, Joan G. LYNAM, Woo Hyoung LEE, Fei DAI
a Thsan Habib DAKHIL, 2021. Roughness and wettability of biofilm carriers: A systematic review.
Environmental Technology and Innovation [online]. 21, 101233. ISSN 23521864. Dostupné
z: doi:10.1016/j.eti.2020.101233

AMANN, R. I, B.J. BINDER, R. J. OLSON, S. W. CHISHOLM, R. DEVEREUX a D. A. STAHL, 1990.
Combination of 16S rRNA-targeted oligonucleotide probes with flow cytometry for analyzing mixed
microbial populations. Applied and Environmental Microbiology [online]. 56(6), 1919-1925. Dostupné
z: http://aem.asm.org/content/56/6/1919.abstract

AN, Weixing, Feng GUO, Yulong SONG, Na GAO, Shijie BAI, Jingcheng DAI, Hehong WEI, Liping
ZHANG, Dianzhen YU, Ming XIA, Ying YU, Ming QI, Chunyuan TIAN, Haofeng CHEN, Zhenbin WU,
Tong ZHANG a Dongru QIU, 2016. Comparative genomics analyses on EPS biosynthesis genes required
for floc formation of Zoogloea resiniphila and other activated sludge bacteria. Water Research [online].
102, 494-504. ISSN 18792448. Dostupné z: doi:10.1016/j.watres.2016.06.058

ASHKANANI, Amal, F. ALMOMANI, Majeda KHRAISHEH, R. BHOSALE, Muhammad TAWALBEH
a Khaled ALJAML, 2019. Bio-carrier and operating temperature effect on ammonia removal from
secondary wastewater effluents using moving bed biofilm reactor (MBBR). Science of the Total
Environment [online]. 693, 133425. ISSN 18791026. Dostupné z: doi:10.1016/j.scitotenv.2019.07.231

AZEREDQO, Joana, Nuno F. AZEVEDO, Romain BRIANDET, Nuno CERCA, Tom COENYE, Ana Rita
COSTA, Mickagl DESVAUX, Giovanni DI BONAVENTURA, Michel HEBRAUD, Zoran JAGLIC,
Miroslava KACANIOVA, Susanne KN@CHEL, Analia LOURENCO, Filipe MERGULHAO, Rikke
Louise MEYER, George NYCHAS, Manuel SIMOES, Odile TRESSE a Claus STERNBERG, 2017.
Critical review on biofilm methods. Critical Reviews in Microbiology [online]. 43(3), 313-351.
ISSN 15497828. Dostupné z: doi:10.1080/1040841X.2016.1208146

BARWAL, Anjali a Rubina CHAUDHARY, 2014. To study the performance of biocarriers in moving bed
biofilm reactor (MBBR) technology and kinetics of biofilm for retrofitting the existing aerobic treatment
systems: A review. Reviews in Environmental Science and Biotechnology [online]. 13(3), 285-299.
ISSN 15691705. Dostupné z: doi:10.1007/s11157-014-9333-7

105


http://aem.asm.Org/content/56/6/1919.abstract

BHATTACHARYA, Roumi a Debabrata MAZUMDER, 2021. Evaluation of nitrification kinetics for
treating ammonium nitrogen enriched wastewater in moving bed hybrid bioreactor. Journal of
Environmental Chemical Engineering [online]. 9(1). ISSN 22133437. Dostupné
z: d0i:10.1016/j.jece.2020.104589

BHATTACHARYA, Roumi a Debabrata MAZUMDER, 2021. Simultaneous nitrification and
denitrification in moving bed bioreactor and other biological systems. Bioprocess and Biosystems
Engineering [online]. 44(4), 635—652. ISSN 16157605. Dostupné z: doi:10.1007/s00449-020-02475-6

BIASSONI, Roberto a Alessandro RASO, 2016. Quantitative real-time PCR. B.m.: Springer.
ISBN 149394665X.

CARRERA, Julian, Irene JUBANY, Lorena CARVALLOQO, Rolando CHAMY a Javier LAFUENTE, 2004.
Kinetic models for nitrification inhibition by ammonium and nitrite in a suspended and an immobilised
biomass systems. Process Biochemistry [online]. 39(9), 1159-1165. ISSN 00329592. Dostupné
z: d0i:10.1016/S0032-9592(03)00214-0

CHAALI, Mona, Mitra NAGHDI, Satinder K. BRAR a Antonio AVALOS-RAMIREZ, 2018. A review on
the advances in nitrifying biofilm reactors and their removal rates in wastewater treatment. Journal of
Chemical Technology and Biotechnology [online]. 93(11), 3113-3124. ISSN 10974660. Dostupné
z: doi:10.1002/jctb.5692

CHANG, Wei Min, Cheng Chien WANG a Chuh Yung CHEN, 2014. The combination of electrospinning
and forcespinning: Effects on a viscoelastic jet and a single nanofiber. Chemical Engineering Journal
[online]. 244(1), 540-551. ISSN 13858947. Dostupné z: doi:10.1016/j.cej.2014.02.001

CHEN, Haisheng, Manhong HUANG, Yanbiao LIU, Lijun MENG a Mengdie MA, 2020. Functionalized
electrospun nanofiber membranes for water treatment: A review. Science of the Total Environment [online].
739, 139944. ISSN 18791026. Dostupné z: doi:10.1016/j.scitotenv.2020.139944

CHEN, Lin Jer, Jiunn Der LIAO, Shih Jen LIN, Yu Ju CHUANG a Yaw Shyan FU, 2009. Synthesis and
characterization of PVB/silica nanofibers by electrospinning process. Polymer [online]. 50(15), 3516—
3521. ISSN 00323861. Dostupné z: doi:10.1016/j.polymer.2009.05.063

CHEN, Peipei, Fupan ZHANG, Lijie ZHANG, Hao LIU, Qian ZHANG, Zhilin XING a Tiantao ZHAO,
2022. Characterization of a novel salt-tolerant strain Sphingopyxis sp. CY-10 capable of heterotrophic
nitrification and aerobic denitrification. Bioresource Technology [online]. 358, 127353. ISSN 0960-8524.
Dostupné z: doi:10.1016/J.BIORTECH.2022.127353

CHEN, Xue, Qian ZHANG, Yunan ZHU a Tiantao ZHAO, 2021. Response of wastewater treatment
performance, microbial composition and functional genes to different C/N ratios and carrier types in MBBR
inoculated with heterotrophic nitrification-aerobic denitrification bacteria. Bioresource Technology
[online]. 336, 125339. ISSN 18732976. Dostupné z: doi:10.1016/j.biortech.2021.125339

CHENG, Yu, Jiao Yang LI, Xianghao REN, Ying LI, Ying Ying KOU, Kangmin CHON, Moon Hyun
HWANG a Myung Han KO, 2022. High efficiency of simultaneous nitrification, denitrification, and
organics removal in the real-scale treatment of high C/N ratio food-processing wastewater using micro-
aerobic reactors. Biochemical Engineering Journal [online]. 177, 108218. ISSN 1369-703X. Dostupné
z: doi:10.1016/J.BEJ.2021.108218

CIMBRITZ, Michael, Ellen EDEFELL, Elias THORNQVIST, Haitam EL-TALIAWY, Maria
EKENBERG, Cecilia BURZIO, Oskar MODIN, Frank PERSSON, Britt Maric WILEN, Kai BESTER a
Per FALAS, 2019. PAC dosing to an MBBR — Effects on adsorption of micropollutants, nitrification and
microbial community. Science of the Total Environment [online]. 677, 571-579. ISSN 18791026. Dostupné
z: doi:10.1016/j.scitotenv.2019.04.261

CLAESSON, Marcus J., Qiong WANG, Orla O’'SULLIVAN, Rachel GREENE-DINIZ, James R. COLE,
R. Paul ROSS a Paul W. O°'TOOLE, 2010. Comparison of two next-generation sequencing technologies
for resolving highly complex microbiota composition using tandem variable 16S rRNA gene regions.
Nucleic Acids Research [online]. 38(22). ISSN 03051048. Dostupné z: doi:10.1093/nar/gkq873

CLIFFORD, Robert J., Michael MILILLO, Jackson PRESTWOOD, Reyes QUINTERO, Daniel V.
ZURAWSKI, Yoon I. KWAK, Paige E. WATERMAN, Emil P. LESHO a Patrick MC GANN, 2012.
Detection of bacterial 16S rRNA and identification of four clinically important bacteria by real-time PCR.
PloS one [online]. 7(11), 7-12. ISSN 19326203. Dostupné z: doi:10.1371/journal.pone.0048558

106



CORTE, Laura, Debora Casagrande PIERANTONI, Carlo TASCINI, Luca ROSCINI a Gianluigi
CARDINALL 2019. Biofilm specific activity: A measure to quantify microbial biofilm. Microorganisms
[online]. 7(3), 1-14. ISSN 20762607. Dostupné z: doi:10.3390/microorganisms7030073

CUI, Jiaxin, Fanghua LI, Yulin WANG, Qilu ZHANG, Wenjing MA a Chaobo HUANG, 2020.
Electrospun nanofiber membranes for wastewater treatment applications. Separation and Purification
Technology [online]. 250, 117116. ISSN 18733794, Dostupné z: doi:10.1016/j.seppur.2020.117116

DAIMS, Holger, Andreas BRUHL, Rudolf AMANN, Karl Heinz SCHLEIFER a Michael WAGNER,
1999. The domain-specific probe EUB338 is insufficient for the detection of all bacteria: Development and
evaluation of a more comprehensive probe set. Systematic and Applied Microbiology [online]. 22(3), 434—
444.1SSN 07232020. Dostupné z: doi:10.1016/S0723-2020(99)80053-8

DAIMS, Holger, Jeppe L. NIELSEN, Per H. NIELSEN, Karl Heinz SCHLEIFER a Michael WAGNER,
2001. In Situ Characterization of Nitrospira-Like Nitrite-Oxidizing Bacteria Active in Wastewater
Treatment Plants. Applied and Environmental Microbiology [online]. 67(3-12), 5273-5284.
ISSN 00992240. Dostupné z: doi:10.1128/aem.67.11.5273-5284.2001

DENG, Shihai, Desheng LI, Xue YANG, Wei XING, Jinlong LI a Qi ZHANG, 2016. Biological
denitrification process based on the Fe(0)—carbon micro-electrolysis for simultaneous ammonia and nitrate
removal from low organic carbon water under a microaerobic condition. Bioresource Technology [online].
219, 677-686. ISSN 18732976. Dostupné z: doi:10.1016/j.biortech.2016.08.014

DI BIASE, Alessandro, Maciej S. KOWALSKI, Tanner R. DEVLIN a Jan A. OLESZKIEWICZ, 2019.
Moving bed biofilm reactor technology in municipal wastewater treatment: A review. Journal of
Environmental Management [online]. 247, 849-866. ISSN 10958630. Dostupné
z: doi:10.1016/j.jenvman.2019.06.053

DING, Jianxun, Jin ZHANG, Jiannan LI, Di LI, Chunsheng XIAO, Haihua XIAO, Huanghao YANG, Xiuli
ZHUANG a Xuesi CHEN, 2019. Electrospun polymer biomaterials. Progress in Polymer Science [online].
90, 1-34. ISSN 00796700. Dostupné z: doi:10.1016/j.progpolymsci.2019.01.002

DIONISI, H. M., A. C. LAYTON, G. HARMS, I. R. GREGORY, K. G. ROBINSON a G. S. SAYLER,
2002. Quantification of Nitrosomonas oligotropha-like ammonia-oxidizing bacteria and nitrospira spp.
from full-scale wastewater treatment plants by competitive PCR. Applied and Environmental Microbiology
[online]. 68(1), 245-253. ISSN 00992240. Dostupné z: doi:10.1128/AEM.68.1.245-253.2002

DOLINOVA, Iva, Marie CZINNEROVA, Luka$ DVORAK, Vojtéch STEJSKAL, Alena SEVCU a
Miroslav CERNIK, 2016. Dynamics of organohalide-respiring bacteria and their genes following in-situ
chemical oxidation of chlorinated ethenes and biostimulation. Chemosphere [online]. 157, 276-285.
ISSN 18791298. Dostupné z: doi:10.1016/j.chemosphere.2016.05.030

DOWD, Scot E., Todd R. CALLAWAY, Randall D. WOLCOTT, Yan SUN, Trevor MCKEEHAN, Robert
G. HAGEVOORT a Thomas S. EDRINGTON, 2008. Evaluation of the bacterial diversity in the feces of
cattle using 16S rDNA bacterial tag-encoded FLX amplicon pyrosequencing (bTEFAP). BMC
Microbiology [online]. 8. ISSN 14712180. Dostupné z: doi:10.1186/1471-2180-8-125

DRIMAL, Pavel a Jaromir Hoffmann, 2008. Automatizovany systém kontinualniho sledovani acrobniho
biologického rozkladu latek ve vodnim i ptidnim prostiedi. Chemické listy [online]. 102, 139—147.

DZIONEK, Anna, Danuta WOJCIESZYNSKA a Urszula GUZIK, 2016. Natural carters in
bioremediation: A review. Electronic Journal of Biotechnology [online]. 23, 28-36. ISSN 07173458.
Dostupné z: doi:10.1016/j.ejbt.2016.07.003

FELFOLDI, Tamas, Laura JURECSK A, Balazs VAINA, Katalin BARK ACS, Judit MAKK, Gabor CEBE,
Attila SZABO, Gyula ZARAY a Kaéroly MARIALIGETI, 2015. Texture and type of polymer fiber carrier
determine bacterial colonization and biofilm properties in wastewater treatment. Chemical Engineering
Journal [online]. 264, 824—834. ISSN 13858947. Dostupné z: doi:10.1016/j.cej.2014.12.008

FORREST, Daina, Robert DELATOLLA a Kevin KENNEDY, 2016. Carrier effects on tertiary nitrifying
moving bed biofilm reactor: An examination of performance, biofilm and biologically produced solids.
Environmental Technology [online]. 37(6), 662-671. ISSN 1479487X. Dostupné
z: doi:10.1080/09593330.2015.1077272

107



GAO, Yu Xi, Xing LI, Jun Ru ZHAO, Zhong Xing ZHANG a Xiao Yan FAN, 2021. Response of microbial
communities based on full-scale classification and antibiotic resistance genes to azithromycin and copper
combined pollution in activated sludge nitrification laboratory mesocosms at low temperature. Bioresource
technology [online]. 341. ISSN 1873-2976. Dostupné z: doi:10.1016/J.BIORTECH.2021.125859

GEETS, Joke, Michaél DE COOMAN, Lieven WITTEBOLLE, Kim HEYLEN, Bram VANPARYS, Paul
DE VOS, Willy VERSTRAETE a Nico BOON, 2007. Real-time PCR assay for the simultaneous
quantification of nitrifying and denitrifying bacteria in activated sludge. Applied Microbiology and
Biotechnology [online]. 75(1), 211-221. ISSN 01757598. Dostupné z: doi:10.1007/s00253-006-0805-8

GEHRKE, Ilka, Andreas GEISER a Annette SOMBORN-SCHULZ, 2015. Innovations in nanotechnology
for water treatment. Nanotechnology, Science and Applications [online]. 8, 1-17. ISSN 11778903.
Dostupné z: doi:10.2147/NSA.S43773

GNIDA, Anna, Jaroslaw WISZNIOWSKI, Ewa FELIS, Jan SIKORA, Joanna SURMACZ-GORSKA a
Korneliusz MIKSCH, 2016. The effect of temperature on the efficiency of industrial wastewater
nitrification and its (geno)toxicity. Archives of Environmental Protection [online]. 42(1), 27-34.
ISSN 20834810. Dostupné z: doi:10.1515/aep-2016-0003

GOMEZ, Marcel, Lukd§ DVORAK, Iveta RUZICKOVA, Mareck HOLBA a Jifi WANNER, 2012.
Operational experience with a seasonally operated full-scale membrane bioreactor plant. Bioresource
Technology [online]. 121, 241-247. ISSN 09608524, Dostupné z: doi:10.1016/j.biortech.2012.06.095

GOSWAMI, Supriyo a Debabrata MAZUMDER, 2019. Modelling and process design of Moving Bed
Bioreactor (MBBR) for wastewater treatment-A Review. Journal of the Indian Chemical Society 96, 215—
229.

GRADA, Ayman a Kate WEINBRECHT, 2013. Next-generation sequencing: Methodology and
application. Journal of Investigative Dermatology [online]. 133(8), 11-4. ISSN 0022202X. Dostupné
z: doi:10.1038/jid.2013.248

GRAHAM, David W., Charles W. KNAPP, Erik S. VAN VLECK, Katie BLOOR, Teresa B. LANE a
Christopher E. GRAHAM, 2007. Experimental demonstration of chaotic instability in biological
nitrification. ~ ISME  Journal [online]. 1(5), 385-393.  ISSN 17517362.  Dostupné
z: doi:10.1038/ismej.2007.45

GU, Li, Jian yi WU, Zu lin HUA a Ke jian CHU, 2020. The response of nitrogen cycling and bacterial
communities to E. coli invasion in aquatic environments with submerged vegetation. Journal of
Environmental Management [online]. 261, 110204. ISSN 0301-4797. Dostupné
z: doi:10.1016/J.JENVMAN.2020.110204

GUO, Xuechao, Bing LI, Renxin ZHAO, Jiayu ZHANG, Lin LIN, Guijuan ZHANG, Ruo hong LI, Jie
LIU, Pu LI, Yingyu LI a Xiao yan LI, 2019. Performance and bacterial community of moving bed biofilm
reactors with various biocarriers treating primary wastewater effluent with a low organic strength and low
C/N ratio. Bioresource Technology [online]. 287. ISSN 18732976. Dostupné
z: doi:10.1016/j.biortech.2019.121424

GZAR, Hatem A., Wisam S. AL-REKABI a Zahraa K. SHUHAIEB, 2021. Applicaion of Moving Bed
Biofilm Reactor (MBBR) for Treatment of Industrial Wastewater: A mini Review. Journal of Physics:
Conference Series [online]. 1973(1). ISSN 17426596. Dostupné z: doi:10.1088/1742-6596/1973/1/012024

HAIDER, Adnan, Sajjad HAIDER a Inn Kyu KANG, 2018. A comprehensive review summarizing the
effect of electrospinning parameters and potential applications of nanofibers in biomedical and
biotechnology. Arabian Journal of Chemistry [online]. 11(8), 1165-1188. ISSN 18785352. Dostupné
z: doi:10.1016/j.arabjc.2015.11.015

HAVLICEK, K., L. SVOBODOVA, T. BAKALOVA a T. LEDERER, 2020. Influence of electrospinning
methods on characteristics of polyvinyl butyral and polyurethane nanofibres essential for biological
applications. Materials and Design [online]. 194. ISSN 18734197. Dostupné
z: doi:10.1016/j.matdes.2020.108898

HSU, Lillian C., Jean FANG, Diana A. BORCA-TASCIUC, Randy W. WOROBO a Carmen I. MORARU,
2013. Effect of micro- and nanoscale topography on the adhesion of bacterial cells to solid surfaces. Applied
and  Environmental Microbiology [online]. 79(8), 2703-2712. ISSN 00992240. Dostupné
z: doi:10.1128/AEM.03436-12

108



IANNACONE, Francesca, Francesco DI CAPUA, Francesco GRANATA, Rudy GARGANO a Giovanni
ESPOSITO, 2020. Simultaneous nitrification, denitrification and phosphorus removal in a continuous-flow
moving bed biofilm reactor alternating microaerobic and aerobic conditions. Bioresource Technology
[online]. 310, 123453. ISSN 18732976. Dostupné z: doi:10.1016/j.biortech.2020.123453

JURECSKA, Laura, Katalin BARKACS, Eva KISS, Gergo GYULAI, Tamas FELFOLDI, Balazs TORO,
Robert KOVACS a Gyula ZARAY, 2013. Intensification of wastewater treatment with polymer fiber-based
biofilm carriers. Microchemical Journal [online]. 107, 108-114. ISSN 0026265X. Dostupné
z: doi:10.1016/j.microc.2012.05.028

KENRY a Chwee Teck LIM, 2017. Nanofiber technology: current status and emerging developments.
Progress  in  Polymer  Science [online]. 70, 1-17.  ISSN 0079-6700.  Dostupné
z: doi:10.1016/J.PROGPOLYMSCI.2017.03.002

KUMAR, Raman, Anil Kumar SHARMA a Sarabjeet Singh AHLUWALIA, 2017. Advances in
Environmental Biotechnology [online]. ISBN 9789811040412. Dostupné z: doi:10.1007/978-981-10-
4041-2

KYOSEV, Yordan, 2019. Warp knitted fabrics construction [online]. eISBN 9780429094699. Dostupné
z: d0i:10.1201/9780429094699/W ARP-KNITTED-FABRICS-CONSTRUCTION-YORDAN-KYOSEV

LARIYAH, M. S., H. A. MOHIYADEN, G. HAYDER, A. HUSSEIN, H. BASRI, A. F. SABRI a M. N.
NOH, 2016. Application of Moving Bed Biofilm Reactor (MBBR) and Integrated Fixed Activated Sludge
(IFAS) for Biological River Water Purification System: A Short Review. IOP Conference Series: Earth
and Environmental Science [online]. 32(1). ISSN 17551315. Dostupné z: doi:10.1088/1755-
1315/32/1/012005

LAZAROVA, V. a J. MANEM, 1995. Biofilm characterization and activity analysis in water and
wastewater treatment. Water Research [online]. 29(10), 2227-2245. ISSN 00431354. Dostupné
z: d0i:10.1016/0043-1354(95)00054-O

LEONHARD, S., D. SCHREFF, K. THOMA, W. GANDER, M. WICHERN a R. HILLIGES, 2022.
Single-stage MBBR as post-treatment step for upgrading large WWTPs — Experiences of one-year pilot
plant operation. Journal of Water Process Engineering [online]. 46, 102570. ISSN 22147144. Dostupné
z: doi:10.1016/j.jwpe.2022.102570

LEYVA-DIAZ, J. C., J. MARTIN-PASCUAL a J. M. POYATOS, 2017. Moving bed biofilm reactor to
treat wastewater. International Journal of Environmental Science and Technology [online]. 14(4), 881—
910. ISSN 17352630. Dostupné z: doi:10.1007/s13762-016-1169-y

LI, Yu, Jing WANG, Bingyan LI, Mengdan GENG, Yan WANG, Jianguo ZHAO, Baodan JIN a Yanfei
LI, 2021. Response of extracellular polymeric substances and microbial community structures on resistance
genes expression in wastewater treatment containing copper oxide nanoparticles and humic acid.
Bioresource Technology [online]. 340, 125741. ISSN 0960-8524. Dostupné
z: doi:10.1016/J.BIORTECH.2021.125741

LIMA, P. S., A. T. INACIO, Y. C. MOREIRA, D. E. CESAR, R. J.P. DIAS, M. DEZOTTI a J. P. BASSIN,
2021. Upgrade of a suspended biomass reactor with limited nitrification to a biofilm system: Addressing
critical parameters and performance in different reactor configurations. Biochemical Engineering Journal
[online]. 170. ISSN 1873295X. Dostupné z: doi:10.1016/j.bej.2021.107987

LIU, Tao, Guangyue JIA, Jiawei XU, Xiaolu HE a Xie QUAN, 2020a. Simultaneous nitrification and
denitrification in continuous flow MBBR with novel surface-modified carriers. Environmental Technology
[online]. 42, 3607-3617. ISSN 1479487X. Dostupné z: doi:10.1080/09593330.2020.1735526

LIU, Xiaoguang, Mingu KIM, George NAKHLA, Mehran ANDALIB a Yuan FANG, 2020b. Partial
nitrification-reactor configurations, and operational conditions: Performance analysis. Journal of
Environmental Chemical Engineering [online]. 8(4), 103984. ISSN 22133437. Dostupné
z: doi:10.1016/j.jece.2020.103984

LIU, Yongdi, Yingdong ZHU, Honghua JIA, Xiaoyu YONG, Lijuan ZHANG, Jun ZHOU, Zebin CAO,
Andrea KRUSE a Ping WEI, 2017. Effects of different biofilm carriers on biogas production during
anaerobic digestion of corn straw. Bioresource Technology [online]. 244, 445-451. ISSN 0960-8524.
Dostupné z: doi:10.1016/J.BIORTECH.2017.07.171

109



LU, Zichuan, Deyong LI, Lugao JIANG, Gaofeng CHEN, Kaibin LI a Guoqiang LIU, 2020. Characterizing
the biofilm stoichiometry and kinetics on the media in situ based on pulse-flow respirometer coupling with
a new breathing reactor. Chemosphere [online]. 252, 126378. ISSN 18791298. Dostupné
z: doi:10.1016/j.chemosphere.2020.126378

MA, Hang, Xinlei GAO, Yihua CHEN, Jiaxin ZHU a Tongzhou LIU, 2021. Fe(II) enhances simultaneous
phosphorus removal and denitrification in heterotrophic denitrification by chemical precipitation and
stimulating denitrifiers activity. Environmental pollution [online]. 287. ISSN 1873-6424. Dostupné
z: doi:10.1016/J.ENVPOL.2021.117668

MAINARDIS, Matia, Marco BUTTAZZONI, Mattia COTTES, Alessandro MORETTI a Daniele GOI,
2021. Respirometry tests in wastewater treatment: Why and how? A critical review. Science of the Total
Environment [online]. 793, 148607. ISSN 18791026. Dostupné z: doi:10.1016/j.scitotenv.2021.148607

MASLON, Adam a Janusz A. TOMASZEK, 2015. A study on the use of the BioBall® as a biofilm carrier
in a sequencing batch reactor. Bioresource Technology [online]. 196, 577-585. ISSN 18732976. Dostupné
z: doi:10.1016/j.biortech.2015.08.020

MASSOOMPOUR, A. R., S. M. BORGHEI a Mohammad RAIE, 2020. Enhancement of biological
nitrogen removal performance using novel carriers based on the recycling of waste materials. Water
Research [online]. 170, 115340. ISSN 18792448. Dostupné z: doi:10.1016/j.watres.2019.115340

MISHRA, Saurabh, Virender SINGH, Liu CHENG, Abid HUSSAIN a Banu ORMECI, 2022. Nitrogen
removal from wastewater: a comprehensive review of biological nitrogen removal processes, critical
operation parameters and bioreactor design. Journal of Environmental Chemical Engineering [online].
10(3), 107387. ISSN 22133437. Dostupné z: doi:10.1016/j.jece.2022.107387

MOBARRY, Bruch K., Michael WAGNER, Vincent URBAIN, Bruce E. RITTMANN a David A. STAHL,
1996. Phylogenetic probes for analyzing abundance and spatial organization of nitrifying bacteria. Applied
and  Environmental Microbiology [online]. 62(6), 2156-2162. ISSN 00992240. Dostupné
z: doi:10.1128/aem.62.6.2156-2162.1996

MOHAMMED, Leena, Hassan G. GOMAA, Doaa RAGAB a Jesse ZHU, 2017. Magnetic nanoparticles
for environmental and biomedical applications: A review. Particuology [online]. 30, 1-14.
ISSN 16742001. Dostupné z: doi:10.1016/j.partic.2016.06.001

MORGAN-SAGASTUME, Fernando, 2018. Biofilm development, activity and the modification of carrier
material surface properties in moving-bed biofilm reactors (MBBRs) for wastewater treatment. Critical
Reviews in Environmental Science and Technology [online]. 48(5), 439—470. ISSN 15476537. Dostupné
z: doi:10.1080/10643389.2018.1465759

NECHANICKA, Magda, Iva DOLINOVA, Roman SPANEK, Denisa TOMESOVA a Luka$ DVORAK,
2021. Application of nanofiber carriers for sampling of microbial biomass from contaminated groundwater.
Science of  the Total Environment [online]. 780. ISSN 18791026. Dostupné
z: doi:10.1016/j.scitotenv.2021.146518

NEMECEK, Jan, Iva DOLINOVA, Jitina MACHACKOVA, Roman SPANEK, Alena SEVCU, Tomas
LEDERER a Miroslav CERNIK, 2017. Stratification of chlorinated ethenes natural attenuation in an
alluvial aquifer assessed by hydrochemical and biomolecular tools. Chemosphere [online]. 184, 1157-
1167. ISSN 18791298. Dostupné z: doi:10.1016/j.chemosphere.2017.06.100

NIELSEN, Per Halkjer, Holger DAIMS a Hilde LEMMER, 2009. FISH Handbook for Biological
Wastewater Treatment : Identification and Quantification of Microorganisms in Activated Sludge and
Biofilms by FISH [online]. ISBN 9781843392316. Dostupné
z: http://library.oapen.org/handle/20.500.12657/25915

PANG, Qingqing, Wenwen XU, Fei HE, Fuquan PENG, Xiang ZHU, Bin XU, Jianghua YU, Zewei JIANG
a Longmian WANG, 2022. Functional genera for efficient nitrogen removal under low C/N ratio influent
at low temperatures in a two-stage tidal flow constructed wetland. Science of The Total Environment
[online]. 804, 150142. ISSN 0048-9697. Dostupné z: doi:10.1016/J.SCITOTENV.2021.150142

PESTER, Michael, Frank MAIXNER, David BERRY, Thomas RATTEI, Hanna KOCH, Sebastian
LUCKER, Boris NOWKA, Andreas RICHTER, Eva SPIECK, Elena LEBEDEVA, Alexander LOY,
Michael WAGNER a Holger DAIMS, 2014. NxrB encoding the beta subunit of nitrite oxidoreductase as
functional and phylogenetic marker for nitrite-oxidizing Nitrospira. Environmental Microbiology [online].
16(10), 3055-3071. ISSN 14622920. Dostupné z: doi:10.1111/1462-2920.12300

110


http://library.oapen.org/handle/20.500.12657/25915

PISHGAR, Roya, John Albino DOMINIC, Zhiya SHENG a Joo Hwa TAY, 2019. Denitrification
performance and microbial versatility in response to different selection pressures. Bioresource Technology
[online]. 281, 72—-83. ISSN 18732976. Dostupné z: doi: 10.1016/j.biortech.2019.02.061

POKORNY, P, E. KOSTAKOVA, F. SANETRNIK, P. MIKES, J. CHVOJKA, T. KALOUS, M. BILEK,
K. PEJCHAR, J. VALTERA a D. LUKAS, 2014. Effective AC needleless and collectorless electrospinning
for yarn production. Physical Chemistry Chemical Physics [online]. 16(48), 26816-26822.
ISSN 14639076. Dostupné z: doi:10.1039/c4cp04346d

POLY, Franck, Sophic WERTZ, Elisabeth BROTHIER a Valéric DEGRANGE, 2008. First exploration of
Nitrobacter diversity in soils by a PCR cloning-sequencing approach targeting functional gene nxrA. FEMS
Microbiology Ecology [online]. 63(1), 132—-140. ISSN 0168-6496. Dostupné z: doi:10.1111/J.1574-
6941.2007.00404.X

PRUITT, L. A., 2017. 1.23 Load-Bearing Medical Polymers (Non-Degradable). Comprehensive
Biomaterials II [online]. 507-515. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-803581-8.10214-0

QIQI, Yang, He QIANG a Husham T. IBRAHIM, 2012. Review on moving bed biofilm processes.
Pakistan ~ Journal —of Nutrition [online]. 11(9), 706-713. ISSN 16805194. Dostupné
z: d0i:10.3923/pjn.2012.804.811

QUAST, Christian, Elmar PRUESSE, Pelin YILMAZ, Jan GERKEN, Timmy SCHWEER, Pablo YARZA,
Jorg PEPLIES a Frank Oliver GLOCKNER, 2013. The SILVA ribosomal RNA gene database project:
Improved data processing and web-based tools. Nucleic Acids Research [online]. 41. ISSN 03051048.
Dostupné z: doi:10.1093/nar/gks1219

RASOULI, Rahimeh, Ahmed BARHOUM, Mikhael BECHELANY a Alain DUFRESNE, 2019.
Nanofibers for Biomedical and Healthcare Applications. Macromolecular Bioscience [online]. 19(2), 1-
27.ISSN 16165195. Dostupné z: doi:10.1002/mabi.201800256

REBOLEIRO-RIVAS, P.. J. MARTIN-PASCUAL, B. JUAREZ-JIMENEZ, J. M. POYATOS, R.
VILCHEZ-VARGAS, S. E. VLAEMINCK, B. RODELAS a J. GONZALEZ-LOPEZ, 2015. Nitrogen
removal in a moving bed membrane bioreactor for municipal sewage treatment: Community differentiation
in attached biofilm and suspended biomass. Chemical Engineering Journal [online]. 277, 209-218.
ISSN 13858947. Dostupné z: doi:10.1016/j.cej.2015.04.141

ROTTHAUWE, Jan Henrich, Karl Paul WITZEL a Werner LIESACK, 1997. The ammonia
monooxygenase structural gene amoa as a functional marker: Molecular fine-scale analysis of natural
ammonia-oxidizing populations. Applied and Environmental Microbiology [online]. 63(12), 4704-4712.
ISSN 00992240. Dostupné z: doi:10.1128/aem.63.12.4704-4712.1997

WILSON C., R. LUKOWICZ, S. MERCHANT, H. VALQUIER-FLYNN, J. CABALLERO, J.
SANDOVAL, M. OKUOM, C. HUBER, T. D. BROOKS, E. WILSON, B. CLEMENT C. D.
WENTWORT, A. E. HOLMES, 2017. Quantitative and Qualitative Assessment Methods for Biofilm
Growth: A Mini-review. Journal of Engineering and Technology. 6(4). Dostupné z:
http://www.rroij.com/open-access/quantitative-and-qualitative-assessment-methods-for-biofilm-growth-
a-minireview-.pdf.

SAHU, J. N., Rama Rao KARRI, Hossain M. ZABED, Shahriar SHAMS a Xianghui QI, 2019. Current
Perspectives and Future Prospects of Nano-Biotechnology in Wastewater Treatment. Separation &
Purification Reviews [online]. 50(2), 139-158. ISSN 15422127. Dostupné
z: doi:10.1080/15422119.2019.1630430

SAIDULU, Duduku, Abhradeep MAJUMDER a Ashok Kumar GUPTA, 2021. A systematic review of
moving bed biofilm reactor, membrane bioreactor, and moving bed membrane bioreactor for wastewater
treatment: Comparison of research trends, removal mechanisms, and performance. Journal of
Environmental Chemical Engineering [online]. 9(5), 106112. ISSN 22133437. Dostupné
z: doi:10.1016/j.jece.2021.106112

SANTHOSH, Chella, Venugopal VELMURUGAN, George JACOB, Soon Kwan JEONG, Andrews
Nirmala GRACE a Amit BHATNAGAR, 2016. Role of nanomaterials in water treatment applications: A
review. Chemical Engineering Journal [online]. 306, 1116-1137. ISSN 13858947. Dostupné
z: doi:10.1016/j.cej.2016.08.053

SANTOS, Andreia D., Rui C. MARTINS, Rosa M. QUINTA-FERREIRA a Luis M. CASTRO, 2020.
Moving bed biofilm reactor (MBBR) for dairy wastewater treatment. Energy Reports [online]. 6, 340-344.
ISSN 23524847, Dostupné z: doi:10.1016/j.egyr.2020.11.158

111


http://www.rroij.com/open-access/quantitative-and-qualitative-assessment-methods-for-biofilm-growth-

SANZ, Jose L. a Thorsten KOCHLING, 2019. Next-generation sequencing and waste/wastewater
treatment: a comprehensive overview [online]. ISBN 0123456789. Dostupné z: doi:10.1007/s11157-019-
09513-0

SARKAR, Kamal, Carlos GOMEZ, Steve ZAMBRANO, Michael RAMIREZ, Eugenio DE HOYOS,
Horacio VASQUEZ a Karen LOZANO, 2010. Electrospinning to Forcespinning™. Materials Today
[online]. 13(11), 12—14. ISSN 13697021. Dostupné z: doi:10.1016/S1369-7021(10)70199-1

SARVAIJITH, M., G. KIRAN KUMAR REDDY a Y. V. NANCHARAIAH, 2020. Aerobic granular sludge
for high-strength ammonium wastewater treatment: Effect of COD/N ratios, long-term stability and
nitrogen removal pathways. Bioresource Technology [online]. 306, 123150. ISSN 0960-8524. Dostupné
z: doi:10.1016/J. BIORTECH.2020.123150

SAUDER, Laura A., Katja ENGEL, Chien Chi LO, Patrick CHAIN a Josh D. NEUFELD, 2018. Candidatus
Nitrosotenuis aquarius,” an ammonia-oxidizing archaeon from a freshwater aquarium biofilter. Applied and
Environmental Microbiology [online]. 84(19). ISSN 10985336. Dostupné z: doi:10.1128/AEM.01430-
18/SUPPL_FILE/ZAMO017188715S1.PDF

SCHMITTGEN, Thomas D. a Kenneth J. LIVAK, 2008. Analyzing real-time PCR data by the comparative
CT method. Nature Protocols [online]. 3(6), 1101-1108. ISSN 17542189. Dostupné
z: doi:10.1038/nprot.2008.73

SEHAR, Shama a Iffat NAZ, 2016. Role of the Biofilms in Wastewater Treatment. Microbial Biofilms
[online]. Dostupné z: doi:10.5772/63499

SEUNTIJENS, Dries, Mofei HAN, Frederiek Maarten KERCKHOF, Nico BOON, Ahmed AL-OMARI,
Imre TAKACS, Francis MEERBURG, Chaim DE MULDER, Bernhard WETT, Charles BOTT, Sudhir
MURTHY, Jose Maria CARVAJAL ARROYO, Haydée DE CLIPPELEIR a Siegfried E. VLAEMINCK,
2018. Pinpointing wastewater and process parameters controlling the AOB to NOB activity ratio in sewage
treatment  plants. Water  Research  [online]. 138, 37-46. ISSN 18792448. Dostupné
z: doi:10.1016/j.watres.2017.11.044

SHAO, Yanxi, Yijing SHI, Abdul MOHAMMED a Yang LIU, 2017. Wastewater ammonia removal using
an integrated fixed-film activated sludge-sequencing batch biofilm reactor (IFAS-SBR): Comparison of
suspended flocs and attached biofilm. International Biodeterioration and Biodegradation [online]. 116,
38—47. ISSN 09648305. Dostupné z: doi:10.1016/j.ibiod.2016.09.026

SINGH, Keshav K, Akash SINGH a Sarita RAI, 2022. A study on nanomaterials for water purification.
Materials  Today:  Proceedings  [online]. 51, 1157-1163. ISSN 22147853.  Dostupné
z: doi:10.1016/j.matpr.2021.07.116

SIRC, Jakub, Radka HOBZOVA, Nina KOSTINA, Marcela MUNZAROVA, Martina JUKLICKOVA,
Miloslav LHOTKA, Sarka KUBINOVA, Alena ZAJICOVA a Jii MICHALEK, 2012. Morphological
characterization of nanofibers: Methods and application in practice. Journal of Nanomaterials [online].
2012. ISSN 16874110. Dostupné z: doi:10.1155/2012/327369

SONWANI, Ravi Kumar, Ganesh SWAIN, Balendu Shekhar GIRI, Ram Sharan SINGH a Birendra Nath
RAI, 2019. A novel comparative study of modified carriers in moving bed biofilm reactor for the treatment
of wastewater: Process optimization and kinetic study. Bioresource Technology [online]. 281, 335-342.
ISSN 18732976. Dostupné z: doi:10.1016/j.biortech.2019.02.121

SPENCER, David J., 2001. Knitting technology: a comprehensive handbook and practical guide [online].
Elsevier Science & Technology. ISBN 1855733331.

SPERLING, Marcos von, 2007. Activited sludge and aerobic biofilm reactiors. London. IWA Publishing.
ISBN 9781843391654.

SVOBODOVA, Lucie, Karel HAVLICEK, Magda NECHANICK A, Roman SPANEK. Brigita Kol¢avova
SIRKOVA, Irena LENFELDOVA, Ondiej LOUDA, Eva MOUCKOVA a Toma$s LEDERER, 2021.
Microfiber structure for enhanced immobilization of nitrifying bacteria in a post-nitrification reactor.
Environmental Technology and Innovation [online]. 21, 101373. ISSN 23521864. Dostupné
z: doi:10.1016/j.eti.2021.101373

TAJEDDIN, Behjat, Bahareh AHMADI, Farahnaz SOHRAB a Hossein Ahmadi CHENARBON, 2018.
Polymers for Modified Atmosphere Packaging Applications. Food Packaging and Preservation [online].
457-499. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-811516-9.00014-2

112



TANIKAWA, Daisuke, Yuka NAKAMURA, Hiromi TOKUZAWA, Yuga HIRAKATA, Masashi
HATAMOTO a Takashi YAMAGUCHI, 2018. Effluent treatment in an aquaponics-based closed
aquaculture system with single-stage nitrification—denitrification using a down-flow hanging sponge
reactor. International Biodeterioration & Biodegradation [online]. 132, 268-273. ISSN 0964-8305.
Dostupné z: doi:10.1016/J.IBIOD.2018.04.016

VALTERA, Jan, Lucie VYSLOUZILOVA, Jifi KOMAREK, Josef SKRIVANEK, Petr ZABKA, Jaroslav
BERAN a David LUKAS, 2015. Protrusion of the rod electrode in the electrospinning process. Journal of
Nanotechnology [online]. 2015. ISSN 16879511. Dostupné z: doi:10.1155/2015/301636

VAN DER HOEK, Jan Peter, Rogier DUIJFF a Otto REINSTRA, 2018. Nitrogen recovery from
wastewater: Possibilities, competition with other resources, and adaptation pathways. Sustainability
(Switzerland) [online]. 10(12). ISSN 20711050. Dostupné z: doi:10.3390/su10124605

VANPARYS, Bram, Kim HEYLEN, Leisbeth LEBBE a Paul DE VOS, 2005. Pedobacter caeni sp. nov., a
novel species isolated from a nitrifying inoculum. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology [online]. 55(3), 1315-1318. ISSN 14665026. Dostupné z: doi:10.1099/1JS.0.63635-
0/CITE/REFWORKS

VAZ, Bruna da Silva, Jorge Alberto Vieira COSTA a Michele Greque DE MORAIS, 2017. Production of
polymeric nanofibers with different conditions of the electrospinning process. Revista Materia [online].
22(2), 11-15. ISSN 15177076. Dostupné z: doi:10.1590/s1517-707620170002.0180

VETROVSKY, Tomas, Petr BALDRIAN a Daniel MORALIS, 2018. SEED 2: A user-friendly platform for
amplicon high-throughput sequencing data analyses. Bioinformatics [online]. 34(13), 2292-2294.
ISSN 14602059. Dostupné z: doi:10.1093/bioinformatics/bty071

VOLPI, Emanuela V. a Joanna M. BRIDGER, 2008. FISH glossary: An overview of the fluorescence in
situ hybridization technique. BioTechniques [online]. 45(4), 385—-409. ISSN 07366205. Dostupné
z: d0i:10.2144/000112811

WANG, Cong, Ying LIU, Wenzhou LV, Siqing XIA, Juncheng HAN, Ziyun WANG, Xinxian YU a Luhao
CALI, 2019. Enhancement of nitrogen removal by supplementing fluidized-carriers into the aerobic tank in
a full-scale A2/O system. Science of the Total Environment [online]. 660, 817-825. ISSN 18791026.
Dostupné z: doi:10.1016/j.scitotenv.2019.01.046

WANG, Jiawei, Hong YANG, Fan ZHANG, Yang SU a Shaolun WANG, 2020a. Activated sludge under
free ammonia treatment using gel immobilization technology for long-term partial nitrification with
different initial biomass. Process Biochemistry [online]. 99, 282-289. ISSN 13595113. Dostupné
z: doi:10.1016/j.procbio.2020.07.025

WANG, Jing, Xiaolin LIU, Xinbai JIANG, Libin ZHANG, Cheng HOU, Guanyong SU, Lianjun WANG,
Yang MU a Jinyou SHEN, 2020b. Facilitated bio-mineralization of N,N-dimethylformamide in anoxic
denitrification system: Long-term performance and biological mechanism. Water Research [online]. 186,
116306. ISSN 0043-1354. Dostupné z: doi:10.1016/J. WATRES.2020.116306

WANG, Wenshou a Chun WANG, 2012. Polyurethane for biomedical applications: A review of recent
developments. The Design and Manufacture of Medical Devices [online]. 115-151. Dostupné
z: doi:10.1533/9781908818188.115

WARD, B. B., 2008. Nitrification. Encyclopedia of Ecology, Five-Volume Set [online]. 2511-2518.
Dostupné z: doi:10.1016/B978-008045405-4.00280-9

WERKNEH, Adhena Ayaliew a Eldon R. RENE, 2019. Applications of Nanotechnology and
Biotechnology for Sustainable Water and Wastewater Treatment. Energy, Environment, and Sustainability
[online]. , 405-430. ISSN 25228374. Dostupné z: doi:10.1007/978-981-13-3259-3_19

XIAO, Keke, Lu ZHOU, Beiping HE, Liang QIAN, Shuo WAN a Liping QU, 2016. Nitrogen and
phosphorus removal using fluidized-carriers in a full-scale A20 biofilm system. Biochemical Engineering
Journal [online]. 115, 47-55. ISSN 1873295X. Dostupné z: doi:10.1016/j.bej.2016.08.004

XIE, Yixuan, Ajun WAN a Yunpeng WU, 2020. Numerical simulation and experimental investigation on
the effect of a new suspended carrier filler on mass transfer in MBBR. Chemical Engineering and
Processing - Process Intensification [online]. 156, 108104. ISSN 02552701. Dostupné
z: doi:10.1016/j.cep.2020.108104

113



XING, Wei, Jinlong LI, Peng LI, Chong WANG, Yanan CAO, Desheng LI, Yunfeng YANG, Jizhong
ZHOU a Jiane ZUO, 2018. Effects of residual organics in municipal wastewater on hydrogenotrophic
denitrifying microbial communities. Journal of Environmental Sciences [online]. 65, 262-270. ISSN 1001-
0742. Dostupné z: doi:10.1016/J.JES.2017.03.001

YAO, Qian a Dang Cong PENG, 2017. Nitrite oxidizing bacteria (NOB) dominating in nitrifying
community in full-scale biological nutrient removal wastewater treatment plants. AMB Express [online].
7(1). ISSN 21910855. Dostupné z: doi:10.1186/s13568-017-0328-y

YENER, F. a O. JIRSAK, 2012. Comparison between the needle and roller electrospinning of
polyvinylbutyral.  Journal —of Nanomaterials [online]. 2012. ISSN 16874110. Dostupné
z: doi:10.1155/2012/839317

YOUNG, Bradley, Robert DELATOLLA, Kevin KENNEDY, Edith LAFLAMME a Alain STINTZI,
2017. Low temperature MBBR nitrification: Microbiome analysis. Water Research [online]. 111,224-233.
ISSN 18792448. Dostupné z: doi:10.1016/j.watres.2016.12.050

YU, Hui, Xin YE, Lijuan FENG, Jingyi YANG, Zeyu LAN, Chengzhe REN, Wenzhuo ZHU, Guangfeng
YANG a Jiaheng ZHOU, 2021. Dynamics of denitrification performance and denitrifying community
under high-dose acute oxytetracycline exposure and various biorecovery strategies in polycaprolactone-
supported solid-phase denitrification. Journal of Environmental Management [online]. 279, 111763.
ISSN 0301-4797. Dostupné z: doi:10.1016/J.JENVMAN.2020.111763

ZHANG, Miao, Jing GAO, Yajun FAN, Quanlong LIU, Chenjie ZHU, Liying GE, Chengda HE a Jun WU,
2021. Comparisons of nitrite accumulation, microbial behavior and nitrification kinetic in continuous
stirred tank (ST) and plug flow (PF) moving bed biofilm reactors. Chemosphere [online]. 278.
ISSN 18791298. Dostupné z: doi:10.1016/j.chemosphere.2021.130410

ZHANG, Miao, Meng YU, Yixin WANG, Chengda HE, Jingjin PANG a Jun WU, 2019. Operational
optimization of a three-stage nitrification moving bed biofilm reactor (NMBBR) by obtaining enriched
nitrifying bacteria: Nitrifying performance, microbial community, and kinetic parameters. Science of the
Total Environment [online]. 697, 134101. ISSN 18791026. Dostupné
z: doi:10.1016/j.scitotenv.2019.134101

ZHANG, Wenxiang a Feng JIANG, 2019. Membrane fouling in aerobic granular sludge (AGS)-membrane
bioreactor (MBR): Effect of AGS size. Water Research [online]. 157, 445—-453. ISSN 18792448. Dostupné
z: doi:10.1016/j.watres.2018.07.069

ZHAO, Yingxin, Duo LIU, Wenli HUANG, Ying YANG, Min JI, Long Duc NGHIEM, Quang Thang
TRINH a Ngoc Han TRAN, 2019. Insights into biofilm carriers for biological wastewater treatment
processes: Current state-of-the-art, challenges, and opportunities [online]. B.m.: Elsevier Ltd.
ISSN 18732976. Dostupné z: doi:10.1016/j.biortech.2019.121619

ZHOU, Sihan, Bing GENG, Mengjie LI, Zhanbiao LI, Xue LIU a Hui GUO, 2021. Comprehensive analysis
of environmental factors mediated microbial community succession in nitrogen conversion and utilization
of ex situ fermentation system. Science of The Total Environment [online]. 769, 145219. ISSN 0048-9697.
Dostupné z: doi:10.1016/J.SCITOTENV.2021.145219

114



Prilohy
Priloha 1 Chemické parametry naméiené v ndtoku, v odtoku z kolony a v reaktoru pro

prvni pilotni test mikrovidkennych nosicii biomasy

Natok Odtok Odtok . Doba .
Datum NHa-N NHeeN POt o Pratok — rseni  KVslik
g/l tmg/ LD mgm 1Y/ g M/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 38 1,62 14,2 - 25 14 -
03.02.2021 36 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 - 2 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 23 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 1 -
13.02.2021 21 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 21 0,11 11,1 - 60 6 -
17.02.2021 38 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 43 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 43 0,04 11,5 0,03 48 8 -
03.03.2021 31 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 11 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 14 7,73
07.05.2021 9,3 0,93 16,8 - 250 14 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 14 8,05
10.05.2021 9,9 0,59 18,4 - 250 14 7,45
11.05.2021 12,9 1,43 20,5 - 250 14 6,59
12.05.2021 7,0 0,14 21,5 - 250 14 7,23
13.05.2021 8,6 0,64 - - - - 8,5
14.05.2021 9,2 0,44 18,5 - 250 14 8,4
17.05.2021 11,5 2,76 19,9 - 250 14 7,84
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18.05.2021 9,1 2,00 18,8 250 14 8,15
19.05.2021 6,7 1,02 19,0 250 14 8,26
20.05.2021 9,0 2,31 18,6 250 14 8,42
21.05.2021 9,0 1,07 18,9 250 14 8,16
22.05.2021 20,6 0,38 19,2 250 14 8,13
23.05.2021 3,0 0,75 19,1 250 14 8,32
24.05.2021 5,7 0,27 19,1 250 14 8,92
25.05.2021 9,2 1,13 20,4 250 14 8,13
26.05.2021 8,5 0,52 18,4 250 14 8,99
27.05.2021 9,8 0,59 18,2 - - 8,45
28.05.2021 8,6 0,31 18,9 250 14 8,48
29.05.2021 3,6 0,16 18,3 250 14 8,84
30.05.2021 2,3 0,04 18,3 250 14 8,99
01.06.2021 2,0 0,04 20,2 250 14 8,67
02.06.2021 4,2 0,15 20,6 - - 8,6

03.06.2021 2,6 0,05 20,2 250 14 8,68
04.06.2021 1,9 0,02 21,5 250 14 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 14 8,12
10.06.2021 2,4 0,04 23,5 - - 8,19
11.06.2021 2,9 0,04 23,4 250 14 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
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Priloha 2 Chemické parametry namérené béhem pilotniho testovdni findalnich

mikrovidkennych nosicii ve velkoobjemovém MBBR reaktoru

Natok Odtok Doba

Datum NHs-N NHa-N Teplota [°C] P[rlt;;?k zdrZeni [?::/':(]
[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 5,11
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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