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B ABSTRAKT 

Předkládaná disertační práce se zabývá návrhem, vývojem a ověřením polymerního 

nanovlákenného nosiče biomasy, který může být využíván v hybridních bioreaktorech 

s imobilizovanou biomasou. V rámci vývoje nanovlákenného nosiče byla pozornost věnována 

především nosné niti, která musí splňovat náročná hlediska (mechanická a chemická stabilita, 

kolonizovatelnost, vysoký měrný povrch aj.). Z finální verze nosné nitě byly vytvořeny dva 

základní typy nanovlákenných nosičů – nosič pro fluidní lože (proudící společně s okolní 

kapalinou), nosič pro fixní lože (kapalina proudí skrze pevně uchycený nosič). Nanovlákenný 

nosič poskytuje mnohé výrazné výhody, jakými jsou především velký specifický měrný povrch, 

vyšší resistence biofilmu vůči vnějšímu toxickému působení a zejména rychlost zapracování 

nosiče.  

Laboratorní ověřování vyvíjeného nanovlákenného nosiče probíhalo na reálných a modelových 

odpadních vodách. Za přesně stanovených podmínek byly ověřovány základní technologické 

parametry a identifikovány byly limitní stavy (minimální doba zdržení odpadní vody, maximální 

a minimální teplota, rozpětí pH, salinity, hodnocení respirace systému aj.). Paralelně jsou 

vyvíjené nanovlákenné nosiče porovnávány s komerčním nosičem AnoxKaldnes.  

K hodnocení procesů upoutávání bakteriálního biofilmu na nosič byl v disertační práci navržen 

postup za využití obrazové analýzy. Stanoven byl růst a vývoj biomasy a hodnoceny byly 

výsledné biofilmové struktury. V rámci disertační práce byla vytvořena ucelená neinvazivní 

metodika hodnocení imobilizovaných mikrobiálních struktur na podkladovém materiálu 

(obecně na libovolném nosiči biomasy). Vytvořená metodika byla úspěšně korelována 

s gravimetrickým stanovením sušiny. 

 

 

Klíčová slova 

Nanovlákenný nosič, průmyslové odpadní vody, nosiče biomasy, imobilizace mikroorganismů, 

biodegradace, obrazová analýza biofilmu.  
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C ABSTRACT 

This dissertation covers the design, development, and validation of polymer nanofiber carriers 

for use in hybrid bioreactors with immobilized biomass. In developing the nanofiber carriers, 

special attention was paid to the supporting threads, which must meet exacting standards (e.g. 

mechanical and chemical stability; colonization possibility; high surface area). Two basic types 

of nanofiber carriers were developed based on the final version of the threads: a fluidized bed 

carrier (carrier flows with the surrounding liquid) and a fixed bed carrier (liquid flows through a 

firmly attached carrier). Nanofiber carriers provide many significant advantages, such as their 

large specific surface area, high biofilm resistance against external toxic effects and speed of 

carrier incorporation. 

The basic technological parameters of the nanofiber carrier were verified in the laboratory, 

using both real and model wastewater, and technological limits identified (e.g. minimum 

wastewater residence time; maximum and minimum temperature and salinity; respiration 

assessment). At the same time, nanofiber carrier performance was compared 

with a commercial carrier (AnoxKaldnes). 

The latest image analysis methods were used to evaluate immobilized-bacteria biofilm 

(bacterial biofilm incorporation and formation on the carrier), its growth, and development 

of biofilm structure. A comprehensive non-invasive methodology was developed 

for the evaluation of immobilized microbial structures on base materials (i.e. on a biomass 

carrier). This methodology has been successfully correlated with gravimetric determination 

of dry matter. 

 

 

 

 

Key words 

Nanofiber carrier, industrial wastewater, carrier biomass, microbial immobilization, 

biodegradation, biofilm image analysis. 
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D CÍLE A PŘÍNOSY DISERTAČNÍ PRÁCE 

Primárním cílem předkládané disertační práce byl vývoj polymerního nanovlákenného nosiče 

bakteriálního biofilmu pro jeho užití v biologickém čištění odpadních vod. Přínosem vyvíjeného 

nanovlákenného nosiče je stabilizace (resp. podpoření a intenzifikace) čistírenských procesů. 

Prostředkem k dosažení tohoto výsledků je zvýšení podílu mikroorganismů v systému, a to díky 

vysokému specifickému měrnému povrchu nanovlákenných nosičů. Využití nanovláken 

resp. nanotextilií představuje zcela nový směr při přípravě modifikovaných nosičů. Výhodou je 

využití původního způsobu přípravy nanovláken a jejich unikátních vlastností v novém směru 

při biologickém čištění odpadních vod. V rámci disertační práce byla prokázána schopnost 

nanovláken nést vybrané mikroorganismy za vzniku aktivního biofilmu. Jedná se o jedinečný 

způsob, který může být aplikován v mnoha oblastech čištění odpadních vod, především 

v průmyslových ČOV (vysoce zatížených vod), a dále i při mnoha dalších aplikacích, kde by 

kombinace biologických metod s využitím nanotechnologií (ve formě nanovlákenných útvarů) 

dopomohla k efektivnějším procesům. Výsledky laboratorních experimentů i plnoprovozní 

aplikace ukázali, že biologické čištění průmyslových odpadních vod v biofilmovém bioreaktoru 

za pomoci nanovlákenného nosiče je velice vhodnou variantou, jak odstraňovat specifické 

znečištění (např. anilin, kyanidy, DPG, fenoly, chloramin). Nanovlákenný nosič je velice vhodný 

podklad, neboť biofilm narůstá několikanásobně vyšší rychlostí a zároveň je více odolný než 

biofilm na komerčních nosičích. Tento výsledek má zásadní význam jednak při zapracování 

systému, ale zejména v případech regenerace po mimořádných událostech, které jsou v reálné 

praxi vysoce pravděpodobným rizikem. Disertační práce je zaměřena směrem, který by měl v 

budoucnu přinést účinná technologická i ekonomická řešení, která by celé řadě průmyslových 

podniků pomohla problematiku čištění odpadních vod řešit efektivněji. 

Cílem disertační práce byl i vývoj a verifikace příslušné metodiky hodnocení vytvářeného 

biofilmu, a to za využití moderních metod analýzy obrazu. Cílem vytvářené metodiky bylo 

charakterizovat biofilm (růst a vývoj) a jeho strukturní vlastnosti. V rámci disertační práce byla 

vytvořena ucelená metodika hodnocení imobilizovaných mikrobiálních struktur, která byla 

navíc korelována se standardním laboratorním hodnocením biomasy (stanovení sušiny). 

Přínosem tohoto postupu je využití moderní metody, která je oproti standardním metodikám 

několikanásobně rychlejší, přesnější a více či méně i objektivnější. Navíc v rámci jednoho 

měření poskytuje analýza obrazu více výstupních informací (informace nejen o množství 

biomasy, ale i o jejím charakteru, seskupení aj.), což s sebou přináší jednoznačné přínosy mimo 

jiné také v rámci pochopení problematiky utváření biofilmu a v poznání toho, jaké parametry 

prostředí zásadně ovlivňují vývoj biofilmu. Přínosem analýzy obrazu je navíc i neinvazivní 

charakter tohoto měření, což s sebou přináší výhodu v možnosti znovupoužití odebraného 

vzorku (měřený vzorek nepodléhá deformacím ani destrukci). 
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E TEORETICKÁ ČÁST 

Zvýšený tlak na kvalitu a ochranu životního prostředí v souvislosti s legislativou EU (stejně tak 

ČR) se odráží i ve zpřísňujících se legislativních limitech pro kvalitu vypouštěných odpadních 

vod. Tento tlak se projevuje jak v oblasti komunálních ČOV, tak v případě průmyslových 

aplikací. Užití konvenčních čistírenských technologií pro čištění specificky znečištěných 

průmyslových odpadních vod je často omezené nebo vyžaduje specifická řešení. Jednou 

z vhodných variant je imobilizace biomasy ve formě přirozeného biofilmu na vhodném nosiči 

s primárním cílem zvýšení koncentrace biologického činitele v systému (Masák 2002). 

Imobilizace bakteriální populace přináší mnohé výhody. Z hlediska mechanické manipulace jde 

o snadnou separaci biomasy, snížení zatížení dosazovacích nádrží a jednoduchá manipulace 

s materiálem. Z mikrobiologického hlediska fixace biomasy zabraňuje vyplavování mikro-

organismů a udržuje vysokou koncentraci biomasy v reaktoru. Rozhodující výhoda imobilizace 

je zásadní pro pomalu rostoucí mikroorganismy (mikroorganismy rozkládající biologicky 

rozložitelné látky pomalu nebo mikroorganismy, jejichž růstová rychlost je snížena vlivem 

extrémních fyzikálně-chemických vlastností prostředí). (Masák 2002) 

S vyšší koncentrací biomasy souvisí kratší doby zdržení v reaktoru, což umožňuje 

zakoncentrování pomalu rostoucích mikroorganismů a tvorbu dostatečné difúzní bariéry 

biofilmu, která snižuje účinky toxických látek a fyzikálně-chemických podmínek. Následně je 

možné využití menšího potřebného objemu nádrže. Imobilizace také zpravidla zvyšuje odolnost 

organismů, např. proti teplotním šokům, nepříznivým hodnotám pH či chemickým látkám 

(Masák 2002). 

Cílem využití nosičů biomasy pro biologické čištění odpadních vod, má za cíl podporovat 

bakteriální populace, které provádějí dekontaminaci. Nosič je pevným prvkem, který by měl 

nejen stabilizovat, ale především podpořit a vylepšit schopnosti mikroorganismů. Znalost 

potřeb bakteriální populace může dopomoci k pochopení procesů adheze a následně k tvorbě 

biofilmu. Výsledek může být přínosný při zdokonalování parametrů nosiče biomasy, resp. 

pro případ předkládané disertační práce i při jeho vývoji. 

Bakterie přirozeně se vyskytující v přírodě mají tendence přirůstat k libovolnému povrchu, 

který se vyskytuje v jejich bezprostředním okolí. Například kamenivo v řekách, které dokonce 

sloužilo, jako jeden z prvních reálných aplikací na čistírnách odpadních vod. Kamenivo nebylo 

příliš vhodné, především pro svou značnou hmotnost a nízký aktivní povrch. Proto se hledaly 

materiály, které tyto nevýhody kompenzují. Přešlo se tedy na lehce dostupné a levné materiály 

jako plastové nasekané drenážní trubky, keramzit, perlit, písek, aktivní uhlí, sklo, aj. 

(Hermanowicz a Ganczarczyk, 1983; Mulcahy a Shieh, 1987). Tyto již splňovaly náročnější 

požadavky, ale často docházelo k zarůstání náplně, což vedlo k tvorbě anaerobních zón, a dále 

pak ke snížení aktivního povrchu a účinnosti.  
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Imobilizace mikroorganismů v přirozeném biofilmu je technologicky využívána již od počátku 

minulého století. Zkrápěné biofiltry používané pro čištění splaškových odpadních vod byly 

v minulosti masivně rozšířené i v ČR stejně jako tzv. anglické filtry využívané ve vodárenství 

pro pomalou filtraci surových vod. Biofiltry používané v čistírenství byly vesměs zkrápěné 

kolony, jejichž zásadní nevýhodou bylo zarůstání nosiče, limitace s dodávkou kyslíku a obecně 

nižší účinnost ve srovnání s klasickým aktivačním procesem (Chudoba et al., 1991). Zmíněné 

nevýhody většinou odstraňují kombinované systémy s biomasou jak fixovanou v ponořeném 

biofilmu, tak volnou (ve vznosu). První technologie využívaly fixované nosiče biomasy ve formě 

různých vestaveb, které byly tvořeny profilovanými plastovými konstrukcemi ve formě 

biologické voštiny. Tyto techniky neodstraňují s jistotou možnost zarůstání náplně a rovněž 

komplikují údržbu stavebních prvků bioreaktorů, zejména aeračních systémů. Z těchto důvodů 

jsou moderní nosiče biomasy tvořeny různými částicemi ve fluidním loži nebo jako vyjímatelné 

segmenty.  

Nejnověji se jako nosiče biofilmu využívají obecně nejrůznější podklady, speciálně připravené 

polymerní materiály s cílem maximalizace specifického povrchu nosiče a s vhodnou morfologií 

povrchu. Syntetické polymerní materiály jako polyakrylamid, polyuretan, polyetylén 

a polyvinylalkohol jsou úspěšně používány až v posledních letech (Tampion a Tampion, 1987; 

Powel, 1990; Trögl et al., 2012; Trögl et al., 2013). Nosiče zachovávají jednoduchost výroby, 

vysokou efektivitu a značnou možnost velikostní a tvarové variability.  

 

Obrázek 1 – Nosiče AnoxKaldnes, zleva K1, K3, BiofilmChip™ M, BiofilmChip™ P a F3 (Le Noir, 2011; 

AnoxKaldnes™ MBBR) 

 

Obrázek 2 – Komerční nosič AnoxKaldnes™ MBBR (nový a použitý nosič, detail kolonizace nosiče K3) 

Pokrokovým prostředkem hodnocení materiálových struktur je využití analýzy obrazu. 

Obrazová analýza poskytuje v jistých směrech dokonce mnohem více zajímavých výsledků než 

doposavad standardně užívané metody. Velkou předností analýzy obrazu může být její 

rychlost, objektivní hodnocení, efektivita při zpracování velkého množství dat, také nevyžaduje 
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žádnou větší zkušenost s analytickým postupem. V biologické praxi je pak výhodou neinvazivní 

charakter hodnocení. (Hlaváč, Šonka 1992; O'Gorman et al. 2008; Wu et al. 2008) 

Obecně lze měřící metody rozdělit podle toho, zda v průběhu měření dochází ke změně 

původní struktury, nebo vlastností měřeného objektu; jinak řečeno, zda lze stejné měření 

provést na totožném vzorku opakovaně. Existují metody invazivní, které původní strukturu 

poškozují (metody rozpouštění, zahřívání nebo metody mechanického poškození objektu), 

a metody neinvazivní, které využívají především různých druhů záření, různé druhy 

spektroskopie, difrakční a optické metody.  

Předkládaná metoda obrazové analýzy umožňuje neinvazivním způsobem hodnocení 

bakteriálního biofilmu na nosičích biomasy za využití optické mikroskopie (bez využití barviv, 

fixace vzorku aj.), kde obraz je finálně digitálně zpracován (Pirkl, 2003). Cílem disertační práce 

je charakterizovat bakteriální biofilm neinvazivní metodou (umožňuje opětovné použití 

měřeného vzorku) tak, aby výsledky měly stejnou vypovídací schopnost s výstupy, které lze 

získat standardními invazivními metodami (jako například stanovení sušiny). Výsledkem 

předkládané disertační práce je potvrzení možnosti použití metody analýzy obrazu 

k charakterizaci bakteriální populace a k určení kinetiky růstu biofilmu.  

Analýza obrazu (image analysis) je proces získávání smysluplných informací z obrazu pomocí 

technik zpracování obrazu (image processing techniques). Které informace jsou důležité, je 

závislé na konkrétním úkolu nebo situaci. Mohou to být jednoduše barvy, velikost nebo tvar 

zkoumaných objektů nebo to mohou být i složitější parametry, jako determinace textury. 

Zpracování obrazu poskytuje širokou sadu nástrojů a metod, které jsou aplikovány na vstupní 

data (obraz) obvykle dle chronologických postupů. Postupy lze rozčlenit do následujících 

kategorií, pořízení obrazu, před-zpracování obrazu, vylepšení obrazu, segmentace obrazu, 

morfologické zpracování obrazu a identifikace oblastí. 
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F PRAKTICKÁ ČÁST 

Disertační práce byla řešena od července roku 2009 do června roku 2013 na pracovištích 

Technické univerzity v Liberci. Velice tímto děkuji ústavu Nových technologií a aplikované 

informatiky na Fakultě mechatroniky, informatiky a mezioborových studií (NTI); a také děkuji 

výzkumnému centru Ústav pro nanomateriály, pokročilé technologie a inovace (CxI), v rámci 

jejichž pracovišť byla předkládaná práce řešena. 

Další velký dík patří Fakultě textilní (KNT) a Ústavu pro nanomateriály, pokročilé technologie 

a inovace (CxI), v rámci jejichž kapacit byla realizována příprava a poloprovozní výroba 

textilních nití s nanovlákenným pokryvem. Předkládaná disertační práce se nezabývá 

způsobem výroby nanovláken a technologií upoutání nanovláken na podložní matrici. 

Předkládaná disertační práce se zabývá aplikací vyvinutých struktur v rámci čištění 

průmyslových odpadních vod, analýzou a syntézou výsledků, na základě kterých jsou dále 

doporučovány další postupy a procesy, jak danou nanovlákennou strukturu (nit 

s nanovlákenným pokryvem a nosič utvářený z nití s nanovlákenným pokryvem) modifikovat, 

vylepšit a dále optimalizovat pro ČOV. 

 

1. VÝVOJ NANOVLÁKENNÉHO NOSIČE  

Pro dekontaminaci znečištěných odpadních vod se stále hledají vhodnější materiály a postupy, 

které procesy biologické dekontaminace urychlí, zefektivní, případně i zlevní. Jednou 

z možných variant je využití stávající technologie nosičů biomasy v kombinaci s novými 

metodami nanotechnologie (nanovlákenných materiálů), na což je zaměřena předkládaná 

disertační práce. Cílem je vytvořit zcela speciální nosič biomasy pro čistírenské technologie 

založený na nanovlákenných resp. mikro-vlákenných sítích. 

Hlavním cílem předkládané disertační práce bylo vytvořit původní nosič biomasy disponující 

výhodami z oblasti nanotechnologie a maximálně podporující buněčnou kolonizaci. Rozvoj 

moderního a originálního přístupu nanovlákenného nosiče představuje parciální a paralelní 

řešení mikrobiologie, materiálového inženýrství a bioinženýrství. Výsledkem je výroba jemných 

polymerních vláken, s průměrem od desítek nanometrů po několik mikrometrů.  

 

1.1. Nosič biomasy jako určující prvek při čištění odpadních vod  

Na základě daných parametrů byl na Technické univerzitě v Liberci (TUL) zahájen vývoj nového 

typu nosiče, který je založen na využití nanovlákenných materiálů. Výslednou formou aplikace 

je niť, která je tvořena nosným vláknem s nánosem nanotextilie, která je dále zformovaná 
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do speciálních tvarů. Jednoznačnou výhodou těchto nosičů je vysoký specifický povrch (díky 

nanovlákenným vrstvám je poměr povrchu vlákna k jeho objemu maximální).  

Nanovlákenný nosič biomasy je určující prvek při aplikaci čištění odpadních vod, který splňuje 

požadované vlastnosti jako nosič biomasy, a díky specifické morfologii má další výhody: 

1) Materiály, z nichž jsou nanovlákna a základní nit vyrobeny, jsou polymery 

(polypropylen, polyuretan, polyetylen), kde tyto materiály jsou pro vodní organismy 

a pro mikroorganismy zcela netoxické a biokompatibilní.  

2) Většina mikroorganismů lépe adheruje na hydrofobní povrchy (plasty) než na hydrofilní 

(sklo), (Palmer et al., 2007). Využití polymerních nanovláken s sebou přináší vyšší afinitu 

mikroorganismů k jejich povrchu a tedy i snazší a rychlejší počáteční kolonizaci. 

3) Použité materiály a jejich úprava je biochemicky inertní, chemicky stabilní a v závěru 

po vyhodnocení několika testů a provedení finálních úprav (v rámci předkládané 

disertační práce) bylo docíleno i fyzikální stability nanovlákenného nosiče (resp. 

nanovlákenných vrstev na nosiči).  

4) Morfologická vhodnost nanovlákenného nosiče je zaručena využitím nanovlákenných 

struktur, které jsou umístěny na povrchu nosné nitě. Povrchová struktura, vysoký 

specifický povrch, velká mezerovitost a póry o velikosti nano-měřítka umožňují velice 

rychlé ulpívání a následně upoutávání mikroorganismů. Mikroorganismy kolonizují 

především povrch nanovláken, ale díky jejich charakteristické morfologii jsou schopny 

prorůstat i do vnitřní struktury nitě, výsledná stabilita biofilmu je mnohonásobně vyšší 

oproti jiným nosičům. Navíc dle (Mulder and Heijnen 1988; Heijnen et al. 1992) drsnost 

povrchu nosiče zlepšuje rozvoj biofilmu. Drsnost povrchu je dominantním faktorem pro 

růst biofilmu, a to více než fyzikálně-chemické vlastnosti daného povrchu (Loosdrecht 

et al. 1988). Pokud mikroorganismy kolonizují nanovlákenné struktury jsou mnohem 

více chráněny před smykovým třením (což by jinak mělo za následek uvolňování 

biofilmu).  

5) Neobyčejný design nanovlákenného nosiče, extrémní flexibilita, poddajnost, 

tvarovatelnost (snadná formovatelnost, jelikož nosič není z „tvrdého“ polymeru 

o předem daném tvaru) a zároveň vysoká stabilita a navíc technologický způsob výroby 

(chaoticky propletená vlákna a nanovlákna a prostorové obloučky jednotlivých vláken) 

ještě více zvyšuje výsledný povrch nosiče (až desítky m2/g).  

6) Velkou výhodou nanovlákenného nosiče je možnost kombinovat dané polymery a tím 

nastavovat densitu nosiče (od hustoty cca. 900 kg/m3 až po 1200 kg/m3), v podstatě 

přímo dle specifické aplikace, dle složení dané odpadní vody nebo charakteru 

využívaných buněčných konsorcií. Měrná hmotnost nosiče může být vždy srovnatelná 

s odpadní vodou.  

7) Možnost vytvářet zcela libovolný design nosiče (pro fluidní lože i pro fixní lože) 

umožňuje aplikaci tohoto typu nosiče pro zcela libovolný charakter odpadní vody, 
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bakteriální populace nebo dle specifických požadavků čistíren odpadních vod. Například 

pro pomalu rostoucí mikroorganismy je možné využít textilní pleteniny s menší 

vzdáleností nití (tzv. rozestup ok síta), pro rychle rostoucí mikroorganismy lze využít 

textilní síť s hustším proplétáním. 

8) Významnou výhodou nanovlákenného nosiče je možnost narůstání bakteriálního 

biofilmu nejen na povrchu nosiče, ale také blíže k jeho středu (uvnitř nosiče, resp. uvnitř 

vlákna, jak dokazují níže uvedené fotografie), kde jsou bakterie lépe chráněny před 

toxickými vlivy okolního prostředí (např. střižné síly hydraulického míchání). Vyšší 

ochranu buněk zajišťuje samozřejmě i extracelulární biomasa. Díky struktuře 

podkladové a nanovlákenné nitě je umožněno pronikání substrátu a kyslíku 

k mikroorganismům i pro mocnější biofilmy.  

9) Tloušťka biofilmu je rozhodujícím parametrem, protože jen vrstva penetrována 

kyslíkem (aktivní biofilm) se zúčastňuje degradačních procesů. Tloušťka aktivního 

biofilmu se obyčejně pohybuje v rozmezí 50 až 150 µm (Chudoba 1991). Díky využití 

nanovlákenných vrstev a díky možnosti pronikání kyslíku a živin ze spodní strany 

biofilmu (ze strany od nosiče) je možné, že mohutnost aktivního biofilmu může být 

pro tyto struktury až dvojnásobná, tj. 100 až 300 µm, což by pro remediační aplikace 

(čištění vysoce zatížených průmyslových odpadních vod) mohlo být velkým přínosem.  

10) Finanční náročnost současných typů nanovlákenných nosičů je sice mírně vyšší než je 

tomu u komerčních nosičů. Avšak v průběhu času, až se způsob výroby nanovlákenných 

nosičů více rozšíří, pak klesne současná cena a nové nanovlákenné nosiče budou moci 

cenově konkurovat stávajícím komerčním nosičům.  

 

Obrázek 3 – Dokumentace kolonizovaného nosiče (20 hodin kultivace). Detail nosiče porůstajícího biofilmem 

a zachycení prvních solných inkrust (pořízeno na pracovišti Zeiss, Německo) 

 

Obrázek 4 – Dokumentace kolonizovaného nosiče (pořízeno na pracovišti Zeiss, Německo) 
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Obrázek 5 – Dokumentace vývoje kolonizace nanovlákenného nosiče pomocí elektronového mikroskopu (140, 

160, 210 a 330 hodin). Dokumentace narůstání bakteriálního biofilmu na/v nanovlákenných vrstvách (resp. 

uvnitř nosiče). (pořízeno na VŠCHT Praha) 

 

Obrázek 6 – Fotografická dokumentace vývoje biofilmu na nanovlákenném nosičích (1, 5, 10, 15 den). Po delší 

době kolonizace se mikrobní biomasa přirozeně rozroste i na místa bez nanovláken. 

 

1.2. Charakterizace nanovlákenného nosiče  

Nanovlákna a z nich připravené nanotextilie představují prudce se rozvíjející odvětví 

materiálového průmyslu. Tyto kompozitní materiály mají velký aktivní povrch při nízké 

specifické hmotnosti a jsou velmi vhodné pro přípravu modifikovaných nosičů přirozených 

biofilmů cíleně připravených pro specificky znečištěné odpadní vody, ale i pro intenzifikaci 

klasických čistírenských technologií. Konstrukce nosičů biomasy je zcela zásadní pro dosažení 

maximální účinnosti čistírenských procesů, přičemž kromě speciálního tvaru jsou důležité 

materiálové a strukturní charakteristiky nosičů.  

 

Obrázek 7 – Přehled vývoje nanovlákenné nitě (vzorek A – E) 

Nanovlákenná příze je finálně složena ze tří částí (obrázek 7, vzorek E). Základní vlákno je 

polypropylen (660 dtex, tvarovaný vzduchem), povlak se skládá z polyuretanových nanovláken 

(dle využívaného způsobu výroby bylo možné rozpětí 30 – 100 dtex, metoda electrospinning, 

průměr nanovláken je cca. 260 nm), vše je dvojitě obtočeno ochranným polyetylenovým 

vláknem (167 dtex, chrání vůči tření při zpracování a při následných aplikacích proti 

dezintegraci nanovláken). Osnova pro plošné útvary je tvořena polypropylenovým vláknem 

(200 dtex).  
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Na základě výsledků disertační práce (výběr materiálu pro nanovlákenné vrstvy, stanovení 

ideálního množství nanovlákenné vrstvy, testy sorpce látek na nanovlákenný nosič, testy 

dezintegrace) byla zvolena nanovlákenná niť typu polyuretan, nános 50 dtex. Tento vzorek 

prokázal nejvyšší rychlost kolonizace bakteriální populací a současně je velice vhodný díky 

„malé“ míře sorpce k povrchu a díky dostatečné stabilitě nanovrstev ve vodném prostředí 

(samozřejmostí je přítomnost fixační nitě). Současně je polyuretan dobře zpracováván a 

produkován metodou electrospinning.  

Výsledkem hodnocení stability (odtrhávání) nanovláken z povrchu bylo zjištění, že především 

na počátku experimentu (před kolonizací nosiče biofilmem) nastává dezintegrace nanovláken 

do okolního prostředí, časem však dochází k jistému ustálení. Pokud se před reálnou aplikací 

tyto nosiče opláchnou proudem vody, dojde tak k nejmasivnějšímu odtržení volných vláken, 

které se pak dále do recipientu šířit nebudou. V další fázi se díky morfologii povrchu 

předpokládá kolonizace biofilmem a odtrhávání vláken se již nepředpokládá. V limitní zkoušce 

hodnocení toxicity nebyla pozorována statisticky významná imobilizace Daphnia magna 

(hodnoty EC 50 nelze vyhodnotit).  

Nanovlákna jsou schopna udržet i masivní vrstvy biofilmu, který může produkovat rychle 

rostoucí aktivovaný kal. V pozdějších stádiích nanovlákna dokonce utvářejí v biofilmu tzv. 

kostru, která umožňuje zachování plně aktivního biofilmu i pro silnější vrstvy. Celý komplex 

i po masivním nárůstu biofilmu je densitně srovnatelný s odpadní vodou, což minimalizuje 

náklady na míchání systému. Dále bylo zjištěno, že po nárůstu mohutnějšího biofilmu a po jeho 

oplachu proudem vody nedochází k narušení nanovlákenné struktury na povrchu základní nitě 

a nosič je možné použít pro další kolonizaci (testy s chrom-sírovou směsí potvrdili destabilizaci 

nanovlákenné struktury). Laboratorní testování dále prokázalo, že nanovlákna jsou efektivním 

nosičem bakteriálního biofilmu. V rámci krátkodobé kultivace dosahuje nanovlákenný nosič 

v průměru čtyřikrát vyšší míry kolonizace oproti komerčnímu nosiči. Počáteční zapracování 

nanovlákenného nosiče je rychlejší především díky charakteristické morfologii a vysokému 

měrnému povrchu. V rámci dlouhodobé kultivace (po čtyřech měsících) je pokrytí 

nanovlákenného nosiče více jak dvojnásobné. Objemová i specifická respirace biomasy 

fixované na nanovlákenných nosičích byla dokonce až více jak dvakrát rychlejší oproti respiraci 

s komerčními nosiči AnoxKaldnes. Nanovlákenná struktura umožňuje biofilmu odolávat 

extrémním podmínkám prostředí. Měření re-kolonizace nosiče prokázalo zpomalování rychlosti 

kolonizace nosiče, a to pravděpodobně v důsledku zbytkové mikrobiální populace, díky které 

nastává ona masivní počáteční kolonizace. Na druhou stranu zbytková populace (zůstatek 

po oplachu nosiče biofilmu) umožňuje rychlé zotavení systému a rychlost zapracování nosiče se 

zkracuje. 

Výslednou přízi dle obrázku 7, vzorek E je možno zpracovávat textilními postupy do formy 

sférických smotků (pro použití ve fluidním loži) nebo do formy plošných útvarů (technologie 

proplétání s vloženým útkem, pro použití ve fixním loži).  
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Nosič pro fixní lože 

Z patentové rešerše na celosvětový stav techniky textilních nosičů biomasy pro čištění 

odpadních vod, se zaměřením na pleteninové textilie plošného a chomáčového typu 

(Komberec, 2011) bylo vybráno několik příkladů s jejichž inspirací bylo vytvořeno několik 

následujících exemplářů fixních a fluidních nosičů.  

Z finálně uskupeného vlákna (obrázek 7, vzorek E) bylo vytvořeno několik 2D forem (tkanin, 

resp. pletenin). Z nitě je možné vytvořit například následující formace: tkanina (perlinková 

vazba), pletenina (zátažná), pletenina (osnova s vloženým útkem), jeden z možných příkladů je 

uveden níže. (Jirsák et al., 2010) 

 

Obrázek 8 – Fixní nosič – Pletenina, osnova s vloženým útkem, řetízek PE, nosná nit PL (176 fibril 36x1x3), krycí 

nit (S, Z) monofil, PU nanovlákenná vrstva (Jirsák et al., 2010) 

  

Obrázek 9 – Reálná konstrukce technologie vyjímatelných rámů (Lederer, 2011) 

Technologie využití nosných rámů, kterou je možné jako vyjímatelné moduly instalovat 

do stávajících i nových aktivačních nádrží byla zkonstruována na základě praktických zkušeností 

vedoucího práce Ing. Tomáše Lederera, Ph.D. Reálné sestrojení této technologie provedl Ing. 

Tomáš Pluhař a Ing. Jaroslav Nosek, Ph.D. Specifický povrch výsledného útvaru 

s polyuretanovými nanovlákny s hodnotou 50 dtex má pro daný návrh konstrukčního řešení 

pro fixní lože až tisíce m2/m3. Výsledkem technologie nosných rámů v kombinaci 

s nanovlákenným nosičem je finanční srovnatelnost s komerčními technologiemi. 
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Nosič pro fluidní lože 

V reaktoru pro fluidní lože, proudí nosič spolu s aktivační směsí. Ve vývoji fluidního nosiče se 

sledoval především tvar, uskupení, velikost, adhesivní vlastnosti použitého materiálu a stabilita 

nosiče, vznášivost nosiče ve vodě a další. Tvar nosiče může být obecně zcela libovolný, 

optimální je však sférický tvar, což minimalizuje náklady na míchání. Do dnešního dne bylo 

odzkoušeno několik tvarů nosiče „bambule, soudky, mašličky“ (obrázek 10 níže). Tyto nosiče 

jsou pro reálné aplikace na čistírnách odpadních vod vcelku přijatelné, jen pro některé typy 

dochází k nežádoucím efektům. Optimálním aeračním systémem pro fluidní nanovlákenný 

nosič je středo-bublinná aerace, a to vzhledem k nutné vyšší mechanické energii na míchání 

těchto nosičů. Jiná je situace u potenciální intenzifikace stávajících čistíren, kde se v dnešní 

době nacházejí spíše jemno-bublinné aerátory.  

 

Obrázek 10 – Příklad fluidních nosičů („bambule, třikrát typ „soudky“, „mašličky“) 

Hlavním závěrem práce je identifikace ideálního uskupení fluidního nosiče, kterým byl nosič 

typu „tlustý soudek“. Tato vysoce stabilní struktura schopna odolávat vysokému 

mechanickému namáhání dosahovala nejvyšší specifické respirační rychlosti. Jako nejvhodnější 

fixní nosič byl stanoven nosič o hodnotách „400 cm2/l“, který dosahoval nejvyšší specifické 

respirační rychlosti. Bylo prokázáno, že tvar nosiče a jeho vlastnosti mají výrazný vliv 

na možnosti biodegradace, především při hodnocení specifické respirační rychlosti. 

 

Obrázek 11 – Závislost účinnosti čištění odpadní vody na průtoku a teplotě, reálné odpadní vody zatížené 

anilinem a fenolem. 

V rámci disertační práce byla potvrzena vhodnost nanovlákenných nosičů při aplikacích 

na čistírnách odpadních vod. Čas zapracování nanovlákenných nosičů je poloviční oproti 

komerčnímu nosiči. Nanovlákenný nosič také umožňuje rychlejší zapracování nosiče, a tím 

zkrácení potřebné doby kultivace a rychlejší regeneraci po mimořádných stavech. Nosič na bázi 

nanovláken je z hlediska účinnosti odstraňování CHSK výhodnější dokonce až o 42 % (při 
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extrémním zatížení). Nanovlákna umožňují vyšší resistenci imobilizovaných bakterií vůči 

okolním podmínkám (obrázek 11 vlevo). 

Laboratorní testování ukázalo efektivní čištění odpadních vod zatížených fenolem pomocí 

nanovlákenných nosičů. Nanovlákna jsou efektivním nosičem bakteriálního biofilmu. 

Nanovlákenný nosič dosahuje průměrně nižších hodnot celkového zatížení organického 

znečištění na odtoku, má schopnost odolává významnějším oscilacím v kvalitě odpadních vod, 

čímž je možné předcházet opakovanému zapracování bioreaktoru. Počáteční zapracování 

nanovlákenného nosiče je rychlejší především díky charakteristické morfologii a vysokému 

měrnému povrchu (obrázek 11 vpravo). 

Laboratorní testování prokázalo efektivní čištění odpadních vod zatížených chloraminem 

pomocí nanovlákenných nosičů. Nanovlákna jsou efektivním nosičem bakteriálního biofilmu 

tvořeného aktivovaným kalem. Jelikož aktivovaný kal usedal na nanovlákenné struktury velice 

rychle, byl tím prokázán rozdíl mezi nanovlákennými strukturami 50 dtex a 100 dtex. 

Rychlejšího zapracování nanovlákenného nosiče je docíleno díky charakteristické morfologii 

a vysokému měrnému povrchu, v rámci struktury s hodnotou 100 dtex je nižší kolonizace 

způsobena pravděpodobně vyšší sorpcí chloraminu k tomuto povrchu. 

 

Obrázek 12 – Biofilm na vyjímatelných nosných rámech, detail biofilmu v mokrém a suchém stavu (pro reálné 

odpadní vody zatížené chloraminem B v laboratorních podmínkách) 

 

Výroba nanovláken byla metodicky provedena v návaznosti na konzultace s fakultou textilní. 

Za mnoho praktických námětů patří velký dík prof. RNDr. Oldřichu Jirsákovi, CSc., Filipu 

Sanetrníkovi a Ing. Michalu Komárkovi, Ph.D. V rámci vlastních zdrojů fakulty jsme nebyli 

schopni zajistit výrobu nanovlákenných struktur samostatně, proto výrobu těchto vláken 

zajišťoval pan Filip Sanetrník z Katedry netkaných textilií a nanovlákenných materiálů.  

Výsledkem hodnocení v rámci disertační práce bylo laboratorní ověření několika typů nitě 

s nanovlákenným pokryvem, z nichž finální návrh za použití polyuretanových nanovláken, 

s mírou povrstvení 50 dtex a doporučení nanovlákna dodatečně zpevňovat za pomoci 

fixačního vlákna je pro praktické aplikace na biologických ČOV nejvhodnější.  

Dále bylo cílem práce z těchto nití vytvořit 2D a 3D struktury (fixních a fluidních nosičů), 

které je možné textilními postupy zpracovávat v různorodých variantách (různá velikost ok 

sítě, různá tloušťka základní nitě, různý tvar nosiče aj.) dle specifických požadavků dané 
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ČOV. Tyto 2D a 3D nosiče byli laboratorně testovány na reálných OV. Výsledkem práce bylo 

doporučení, který typ nosiče je vhodný pro jaké aplikace a který z nich dosahuje „lepších“ 

výsledků. 

Finální uskupení vláken s nanovlákenným pokryvem do 2D a 3D nosičů vedlo ke zjištění, že 

i přes dobrou fixaci nanovláken dochází k jejich odtrhávání z povrchu nosné nitě, časem však 

dochází k jistému ustálení. Závěrem měření bylo doporučení, aby se nosiče před reálnou 

aplikací opláchli proudem vody. Díky čemuž dojde k nejmasivnějšímu odtržení volných 

vláken, které se pak dále do recipientu šířit nebudou. V další fázi se díky morfologii povrchu 

předpokládá kolonizace biofilmem a odtrhávání vláken se již nepředpokládá. V limitní 

zkoušce akutní toxicity uniklých nanovlákenných částic na Daphnia magna nebyli u dafnií 

pozorovány statisticky významné toxické účinky. 

Základní testy ohledně možnosti znovu-použití nanovlákenného nosiče jako nosiče biomasy 

pro reálné aplikace na ČOV vedli k potvrzení vhodnosti použití nanovláken pro reálné 

aplikace. V práci bylo doloženo, že oplach proudem vody nenarušuje nanovlákenné 

struktury na povrchu základní nitě a nosič je možné použít pro další kolonizaci. 

Laboratorní testování dále ukázalo, že nanovlákna jsou efektivním nosičem bakteriálního 

biofilmu. V rámci krátkodobé kultivace dosahuje nanovlákenný nosič v průměru čtyřikrát 

vyšší míry kolonizace oproti komerčnímu nosiči. Počáteční zapracování nanovlákenného 

nosiče je rychlejší především díky charakteristické morfologii a vysokému měrnému 

povrchu. V rámci dlouhodobé kultivace (po čtyřech měsících) je pokrytí nanovlákenného 

nosiče více jak dvojnásobné (v porovnání s komerčním nosičem AnoxKaldnes). Nanovlákna 

jsou schopna udržet i masivní vrstvy biofilmu, který může produkovat rychle rostoucí 

aktivovaný kal. V pozdějších stádiích nanovlákna dokonce utvářejí v biofilmu tzv. kostru, 

která umožňuje zachování plně aktivního biofilmu i pro silnější vrstvy. Celý komplex 

i po masivním nárůstu biofilmu je densitně srovnatelný s odpadní vodou, což minimalizuje 

náklady na míchání systému. Objemová i specifická respirace biomasy fixované 

na nanovlákenných nosičích je dokonce až více jak dvakrát rychlejší oproti respiraci 

s komerčními nosiči AnoxKaldnes.  

V disertační práci byla potvrzena efektivnější účinnosti odstraňování CHSK 

pro nanovlákenný nosič (v porovnání s komerčním nosičem AnoxKaldnes). Nanovlákenný 

nosič dosahuje průměrně nižších hodnot celkového zatížení organického znečištění 

na odtoku, biologické čištění OV probíhalo dokonce až o 42 % efektivněji (při extrémním 

zatížení). Nanovlákna umožňují daleko vyšší resistenci imobilizovaných bakterií vůči okolním 

podmínkám, zde kolonizované bakterie mají schopnost odolávat významnějším oscilacím 

v kvalitě odpadních vod, čímž je možné předcházet opakovanému zapracování bioreaktoru. 

Čas zapracování nanovlákenných nosičů je poloviční oproti komerčnímu nosiči, což 

umožňuje zkrácení potřebné doby kultivace a rychlejší regeneraci po mimořádných stavech.  

Všechny zde uvedené výsledky byly založeny na vlastním měření a provedeny byly autorem 

disertační práce. Případně bylo měření provedeno ve spolupráci s Ing. Tomášem Dubem 
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a Bc. Dominikou Kortusovou (v disertační práci jsou vždy přesně specifikovány dané 

kapitoly), na základě čehož vzešly společné články: 

KŘIKLAVOVÁ, L., NOVÁK, L., DUB, T., KORTUSOVÁ D., LEDERER T.: Vývoj alternativních 

nosičů biomasy pro biologické čištění odpadních vod. Vodní hospodářství 2013, 63 (5), 151–

155. (recenzovaný časopis). 

KŘIKLAVOVÁ, L., DUB, T., LEDERER T.: Development of nanofiber support for use as a carrier 

of bacterial biomass in wastewater treatment, NANOCON 2012, 23. – 25. 10. 2012, Brno; 

Sborník bude zveřejněn v databázi Thomson Reuters – Web of Science/Web of Knowledge 

včetně CPCI. 

Testy akutní imobilizace dafnií byly provedeny v akreditované laboratoři „Výzkumný ústav 

organických syntéz a.s., Centrum ekologie, toxikologie a analytiky, Rybitví 296, 533 54 

Rybitví, Zkušební laboratoř č. 1057, akreditovaná ČIA dle ČSN EN ISO/IEC 17025“. 

Vyhodnocení, reprezentace a publikace dat bylo provedeno autorem disertační práce.  

 

2. OBRAZOVÁ ANALÝZA BIOFILMOVÝCH STRUKTUR 

Obrazová analýza se v posledních letech užívá čím dál častěji, přesto povědomí o této nové 

a progresivní metodě není v biologických vědách příliš rozšířeno. Obecně je možné tohoto 

přístupu využívat při jakémkoliv hodnocení nasnímaných fotografií v makro i v mikro-měřítku, 

černobílých i barevných a v jakémkoli oboru lidské činnosti (od strojírenství po biotechnologie).  

Analýza obrazu biofilmu uchycovaného na pevném polymerním nosiči v odborné literatuře již 

existuje (Lewandowski and Beyenal, 2007), ale analýza obrazu biofilmu, který je formován na 

nanovlákenném nosiči prováděna nebyla (neexistují žádné dostupné zdroje). Dále uvedené 

výsledky prokázaly zajímavé vlastnosti nanovlákenných nosičů, které předtím nikdy odhaleny 

nebyly. 

Cílem této kapitoly předkládané disertační práce byl návrh procedur automatické obrazové 

analýzy pro hodnocení charakteristik imobilizovaných biofilmových struktur. Pro zde uvedené 

obrazové hodnocení byly použity fotografie z modelového příkladu, kde dominantním 

c-zdrojem byl fenol. V průběhu těchto měření bylo získáno velké množství fotografií (snímků 

bakteriálního biofilmu na nosičích), následně tyto obrazy sloužili jako vstupní data pro tuto 

kapitolu. Fotografie vzorků byly pořízené za pomoci soustavy mikroskopu a digitálního 

fotoaparátu a následně byly automaticky analyzovány zde navrženým algoritmem 

(programovým kódem). Získaná data v podobě morfologických vlastností (porozita, fraktální 

dimenze apod.) byly porovnávány s výsledky laboratorních měření za účelem nalezení 

základních souvislostí a vazeb.  

Obrazová analýza může v jistých směrech poskytovat dokonce více zajímavých výsledků než 

standardně užívané metody. Při odhalování souvztažností v mikroměřítku se totiž odkrývají 
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důležité charakteristiky bakteriálních konsorcií, což pomáhá odhalit nejasnosti a odkrýt 

souvislosti, které jinými metodami odhalit nelze. Charakteristika biofilmu a pochopení jeho 

struktury a vlastností může mít vliv na účinnost biodegradace, potažmo i celého systému 

čistíren odpadních vod. Velikost buněčných shluků či neobsazeného prostoru na nosiči má 

spojitost se změnami v populaci a stavu živin (Beyenal et al., 2000), tvar shluků má pak zase 

spojitost s hydrodynamikou v systému (Lewandowski and Beyenal, 2007; Yang et al., 2000). 

Právě z těchto důvodů je vhodné ne-li nezbytné tyto buněčné struktury sledovat 

a vyhodnocovat je vhodnými prostředky. 

Pro přesné hodnocení parametrů objektu v obraze je vhodné jeho hodnocení ve všech třech 

rozměrech (tedy 3D), toto hodnocení s sebou přináší nesporné výhody, na druhou stranu je 

více časově, matematicky i technicky náročnější. Zjednodušený model plošného hodnocení 

(2D) je pro pochopení základních vztahů a metodiky dostatečné, především pro úvodní fáze 

kolonizace (pro tenký biofilm). 

Procesy tvorby biofilmu a procesy růstu biofilmu na nosiči jsou jedním z nejzásadnějších vlivů 

pro pochopení hodnocení následného odpoutávání biomasy a k pochopení správných procesů 

biodegradace vůbec. To podtrhuje nutnost přesného popisu struktury a vývoje biofilmu. 

(Loosdrecht et al. 1995; Tijhuis et al. 1994a, Lewandowski and Beyenal, 2007). Lepší 

charakterizace vlastností biofilmu může tedy zlepšit porozumění procesu a upřesnit 

kvantitativní popis systému. Pro kvantitativní popis nárůstu biofilmu existuje jen omezené 

množství parametrů, které jsou v současné době k dispozici. (Peyton 1996; Lewandowski and 

Beyenal, 2007; Yang et al., 2000) Z těchto důvodů se disertační práce zabývá především 

hodnocením biofilmových struktur v plošném měřítku, u nichž je cílem definovat parametry, 

které pomohou k charakterizaci biofilmových struktur a dále odhalí možnosti tvorby biofilmu 

na dvou diametrálně různých nosičích, resp. površích (plastový komerční nosič AnoxKaldnes 

a nanovlákenný nosič). 

V rámci předzpracování obrazu dochází mimo jiné i k další úpravě obrazu, a tou je komprese. 

Komprese dat je zpracování počítačových dat s cílem zmenšení jejich objemu při současném 

zachování informací v datech obsažených. Pro úpravu velikosti obrazu byla v Matlabu použita 

funkce „imresize“ (funkce změny velikosti obrázku). Určující interpolací byla zvolena metoda 

„nearest neighbor“, metoda dává po částech konstantní interpolaci. Ačkoli při tomto procesu 

dochází k určitému zkreslení dat (obrazu), je možné ztrátu těchto dat tolerovat. Kompresí se 

především sníží nároky na potřebné výpočetní zdroje (výkonnost procesoru, paměti aj.) a dojde 

k výraznému urychlení výpočetního času při zpracování komprimovaných obrazů.  

Jaký vliv může mít komprese obrazu na jednotlivé parametry je ukázáno na vybraných grafech 

níže. Komprese vyšší než 80 % výrazně ovlivňuje výpočet parametrů. 80 % komprese je v grafu 

označena svislou dvojitou zelenou čárou. Ve všech hodnocených parametrech dochází pro více 

než 80 % kompresi (tj. v grafu vlevo od zelené linky) k velkému zkreslení dat nebo k jejich 

oscilaci. Výsledkem práce byla volba daného rozlišení obrazu (resp. dané komprese obrazu), 
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které umožní urychlení výpočetního času, ale zároveň stále nedojde k narušení či změně 

měřených charakteristik. 

   

Obrázek 13 – Příklad identifikace bakteriálního biofilmu pomocí navrženého algoritmu v Matlabu 

   

Obrázek 14 – Příklad identifikace bakteriálního biofilmu pomocí navrženého algoritmu v Matlabu 

 

Obrázek 15 – Vliv komprese obrazu na hodnocené parametry obrazovou analýzou – Plošné zaplnění, Porosita 

Hlavním výsledkem hodnocení plošných biofilmových struktur je potvrzení vhodnosti 

nanovlákenného nosiče při kolonizaci bakteriální populací. Nanovlákenný nosič umožňuje 

bakteriím rychlou kolonizaci, především v počátečních stavech kultivace. Kinetika růstu 

parametru plošné zaplnění je především pro nanovlákenné struktury několikanásobně rychlejší 

oproti komerčním nosičům. Kolonizace nanovlákenných povrchů probíhá již během několika 

hodin kultivace, počty objektů jsou v první hodně po inokulaci v řádech několik stovek a dále již 

klesají, což značí tvorbu sekundárního biofilmu (bez nutnosti zapracování nosiče, úpravy jeho 

povrchu, primární biofilm na nanovlákenných strukturách nevzniká). 

Nanovlákenné struktury umožňují zde upoutanému biofilmu získat jedinečné vlastnosti; biofilm 

je vysoce homogenní s převládajícím směrem růstu podél nanovláken; biofilm obsahuje četné 
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kanálky, které umožňují efektivní transport živin a kyslíku do vnitřních struktur biofilmu 

a nedochází k difúzní limitaci (nebo jen velice minimálně); kolonie utvářené na nanovlákenných 

strukturách jsou vysoce homogenní a okraje kolonií velice hladké, výsledkem je strukturně 

pevný a odolný biofilm. 

 

Obrázek 16 – Obrazová analýza – Plošné zaplnění, Počet objektů 

 

Obrázek 17 – Obrazová analýza – Porosita objektů, Eulerovo číslo 

 

Obrázek 18 – Obrazová analýza – Maximální difuzní vzdálenost, Počet difuzních objektů  

Difuzní limitace u nanovlákenných struktur nastává jen minimálně, navíc počet difuzně 

limitujících míst je na nosiči řádově méně (obrázek 18 vpravo). Obraz difuzivity pro oba typy 

nosičů dokumentuje obrázek 19 níže, kde žluté až červené plochy indikují místa, kde s nejvyšší 

pravděpodobností může nastávat difuzní limitace. Prostup kyslíku a živin může být v těchto 

místech omezen nebo dokonce znemožněn, v důsledku čehož mohou vznikat i anaerobní zóny. 

Obrázek níže potvrzuje, že na nanovlákenném nosiči tyto plochy vnikají jen málo nebo dokonce 

vůbec. 
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Obrázek 19 – Znázornění měření difuzivity vyjádřený jako obraz pro AnoxKaldnes a nanovlákenný nosič 

Výsledkem hodnocení texturních parametrů je vcelku homogenní pokrývání nanovlákenného 

nosiče biofilmem, pro komerční nosič AnoxKaldnes je pokrývání povrchu více heterogenní, tj. 

existují místa, která jsou dobře pokrývána, ale také existují místa bez pokryvu. Vyšší energie 

u biofilmových struktur na nanovlákenném nosiči naznačuje skutečnost, že biofilm má více 

homogenní strukturu. Parametry energie a homogenity jsou pro nanovlákenný nosič vyšší, což 

naznačuje výskyt mohutnějšího biofilmu (v porovnání s komerčním nosičem AnoxKaldnes). 

  

Obrázek 20 – Obrazová analýza – Energie, Homogenita  

 

Obrázek 21 – Korelace časového průběhu nárůstu biofilmu (průběh kolonizace) a vyjádření sušiny 
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Cílem kapitoly korelace obrazového hodnocení biofilmu se standardně užívanou invazivní 

metodou stanovení sušiny bylo ověření souladu gravimetrického stanovení sušiny 

s neinvazivním hodnocením založeným na vyvinuté metodice analýzy obrazu. Výsledek 

potvrzuje cca 90% shodu vyvinuté metodiky analýzy obrazu s gravimetrickým hodnocením. 

 

Hlavním výsledkem při zpracování obrazu je potvrzení nutnosti úpravy pozadí a jistých 

objektů v obraze, jelikož snímací aparatura nebude nikdy natolik „dokonalá“, aby zabránila 

vzniku těchto artefaktů. Hodnocení komprese obrazu mělo za cíl stanovit, jaký vliv má 

rozlišení obrazu (resp. komprese originálního obrazu) na hodnocené parametry. Výsledkem 

práce byla volba dané komprese obrazu, což urychlí výpočetní čas, přičemž stále nedojde 

k narušení či změně měřených charakteristik. Při postupech segmentace obrazu bylo 

zjištěno, že pro hodnocení obrazu je nutné využití HSV barevného prostoru (nedochází 

k vyhodnocování nežádoucích složek obrazu) a definovaného postupu založeného na rozdílu 

složek HSV obrazu. 

Hlavním závěrem při hodnocení plošných biofilmových struktur je potvrzení vhodnosti 

nanovlákenného nosiče při kolonizaci bakteriální populací. Nanovlákenný nosič umožňuje 

bakteriím rychlou kolonizaci, především v počátečních stavech imobilizace (kolonizace 

nanovlákenného nosiče probíhá již během několika hodin kultivace). Nanovlákenné 

struktury umožňují zde upoutanému biofilmu získat jedinečné vlastnosti; biofilm je vysoce 

homogenní s převládajícím směrem růstu podél nanovláken; biofilm obsahuje četné 

kanálky, které umožňují efektivní transport živin a kyslíku do vnitřních struktur biofilmu a 

jen velice minimálně dochází k difúzní limitaci; kolonie utvářené na nanovlákenných 

strukturách jsou vysoce homogenní a okraje kolonií velice hladké, výsledkem je strukturně 

pevný a odolný biofilm. Při hodnocení texturních parametrů bylo zjištěno, že nanovlákenný 

nosič je vcelku homogenně pokrýván biofilmem, kdežto pro komerční nosič AnoxKaldnes je 

pokrývání povrchu více heterogenní, tj. existují místa, která jsou dobře pokrývána, ale 

zároveň existují místa bez pokryvu. Vyšší energie u biofilmových struktur na nanovlákenném 

nosiči naznačuje skutečnost, že biofilm má více homogenní strukturu. Parametry energie 

a homogenity jsou pro nanovlákenný nosič vyšší, což naznačuje přítomnosti mohutnějšího 

biofilmu (v porovnání s komerčním nosičem AnoxKaldnes). 

Cílem disertační práce bylo také ověření souladu gravimetrického stanovení sušiny 

s neinvazivním hodnocením založeným na vyvinuté metodice analýzy obrazu. Výsledek 

potvrzuje cca 90% shodu vyvinuté metodiky analýzy obrazu s gravimetrickým hodnocením.  

Všechny zde uvedené výsledky byly založeny na vlastním měření a provedeny byly autorem 

disertační práce.  
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G ZÁVĚR 

V předkládané disertační práci byly předneseny výsledky v oblasti použití nanovláken 

(scaffoldového materiálu) jako podkladu pro bakteriální biofilm. V rámci disertační práce byl 

selektován vhodný polymer (na základně testů kolonizace, stability nanovrstev, aj.). Dále byl 

stanoven optimální poměr těchto nanovláken na podkladové niti (ideální míra povrstvení). 

Výsledkem práce tak je návrh nitě, která již splňuje všechny kritické požadavky na vývoj 

a výrobu nanovlákenného nosiče biomasy pro reálné aplikace na ČOV. Z finálně uskupené nitě 

a na základě patentové rešerše byly navrženy, vytvořeny a otestovány fluidní a fixní nosiče 

biomasy. U těchto nových nosičů byly hodnoceny stěžejní charakteristiky jako bioaktivita, 

toxicita, možnosti opětovné rekolonizace, možnosti tvorby mohutnějšího biofilmu, měření 

hustoty komplexu po nárůstu biomasy a další. 

Přednost využití nanovláken pro aplikace na ČOV je především jejich vysoký měrný povrch; 

bakteriím tato struktura umožňuje vysokou adhesivitu k povrchu, což v důsledku zjednodušuje 

imobilizaci bakterií, zejména v úvodních fázích kolonizace (rychlejší zapracování nosiče), 

případně během náročných havarijních stavů (zkrácení potřebné doby regenerace systému). 

Díky morfologii povrchu (velká pórovitost a malé rozměry pórů) je výsledná struktura biofilmu 

více stabilní, což navíc zajišťuje stabilní účinnosti biologického čištění. Přítomnost nanovláken 

umožňuje imobilizovaným bakteriím získat vyšší resistenci vůči okolním podmínkám a dokonce 

dochází ke snížení vlivu skokových změn v průběhu činnosti reaktoru, například při extrémních 

nárazových stavech (výkyvy látkového zatížení, teploty aj.), které nastávají v reálné průmyslové 

praxi producentů průmyslových odpadních vod velice často. 

Mezi zásadní výhody nanovlákenného nosiče patří možnost nastavovat densitu nosiče dle 

požadavků specifické aplikace (900 kg/m3 až 1200 kg/m3); možnost narůstání bakteriálního 

biofilmu nejen na povrchu vlákna, ale také blíže k jeho středu (ochrana před toxickými vlivy 

okolního prostředí); efektivnější degradace odpadních vod bez oscilací účinnosti. Pochopitelně 

stále existuje několik sporných otázek, jako dezintegrace nanovláken, toxicita na vyšší 

organismy či dokonce bioakumulace vláken v organismech, což je nutné dále studovat.  

Cílem disertační práce byl také návrh programového prostředku pro hodnocení vázaných 

mikroorganismů (biofilmu) pomocí analýzy mikroskopického obrazu. Vytvořen byl komplexní 

automatický kód v programovém prostředí Matlab, který velice dobře kompenzuje nevýhody 

manuálního hodnocení. Průměrný čas k vyhodnocení jednoho obrazu automatickým kódem je 

36 sekund (manuální hodnocení často dosahuje i několika hodin). Vyhodnocená data jsou 

vypsána do tabulkového editoru (využívá se MS Excel, ale lze nastavit i jinak), výstupní grafy 

a obrázky jsou exportovány ve formě „JPG“ obrazů do dané výstupní složky. Díky obrazovému 

hodnocení lze mimo jiné získat detailnější informace o biofilmu a dále o možnostech jeho 

vytváření v závislosti na podkladovém materiálu a jeho vlastnostech (morfologie povrchu aj.). 

Současné 2D hodnocení je zcela postačující především při hodnocení pomalu rostoucích 

bakteriálních populací, pro tenké biofilmy nebo pro hodnocení počáteční fáze kolonizace. 
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Výsledná korelace mezi obrazovým a gravimetrickým stanovením biomasy (stanovením sušiny), 

pro rané fáze růstu biofilmu, dosahuje v průměru 90 %. 

Obrazová analýza dále prokázala, že pro nanovlákenný nosič není nutná tvorba primárního 

biofilmu (jako je tomu u jiných nosičů dle La Motta 1980), ale právě díky struktuře 

nanovlákenného pokryvu dochází ihned k procesu tvorby sekundárného biofilmu (permanentní 

zachycení). Díky čemuž je počáteční i opakované zapracování nosiče několikanásobně rychlejší. 

Obrazovým hodnocením lze získat například i kinetiku růstu biofilmu v závislosti na okolních 

podmínkách (teplota, pH, salinita aj.). Moderní přístup za využití analýzy obrazu umožňuje 

nedestruktivní hodnocení bakteriálního biofilmu na libovolném podkladovém materiálu, navíc 

je možné odhalit další skryté souvislosti v charakterizaci struktury biofilmu a v jeho tvorbě, 

které mohou pomoci při charakterizaci celého systému biologického čištění. 

 

Výroba nanovláken byla provedena na fakultě textilní (KNT, TUL).  

Původní výsledky disertační práce jsou především: 

- Vývoj nanovlákenného nosiče pro aplikace na čistírnách odpadních vod 

o Doporučení na nejvhodnější materiál 

o Doporučení vhodné míry povrstvení nanovlákny 

o Doporučení nanovlákna dodatečně zpevňovat za pomoci fixačního vlákna 

o Laboratorní ověření nitě s nanovlákenným pokryvem  

- Vývoj 2D a 3D struktur (fixních a fluidních nosičů), které je možné textilními postupy 

zpracovávat v různorodých variantách (různá velikost ok sítě, různá tloušťka základní 

nitě, různý tvar nosiče aj.). 

o Laboratorní ověření nosičů na reálných odpadních vodách.  

o Selekce vhodného typu nosiče pro dané aplikace. 

- Definice efektivnosti nanovlákenných nosičů pro dané aplikace 

o Počáteční zapracování nanovlákenného nosiče je rychlejší. 

o Nanovlákenný nosič dosahuje v průměru čtyřikrát vyšší míry pokrytí biofilmem 

oproti komerčnímu nosiči (v průběhu jednoho měsíce).  

o Nanovlákna jsou schopna udržet i masivní vrstvy biofilmu, který může produkovat 

rychle rostoucí aktivovaný kal.  

o Nanovlákenný nosič dosahuje průměrně nižších hodnot celkového zatížení 

organického znečištění na odtoku.  

 

- Vývoj metodiky hodnocení růstu biomasy na podkladovém materiálu, včetně 

charakterizace vznikajícího bakteriálního biofilmu. 

o Charakterizace biofilmu na nanovlákenném materiálu (potvrzení jedinečných 

vlastností zde vzniklého biofilmu – vysoká homogenita, četné kanálky, minimální 

difúzní limitace).  

o Ověření souladu gravimetrického stanovení sušiny s neinvazivním hodnocením 

založeným na vyvinuté metodice analýzy obrazu (90% shoda).  
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Doporučení na pokračování práce v daném tématu  

Jelikož současný stav problematiky stále nedovoluje optimální a bezchybné hodnocení úniku 

nanovláken z podložní nitě (dezintegrace nanovláken) bude tato sporná otázka předmětem 

dalších studií a navazujících měření. Stejně tak v současné době neexistuje vhodná metodika 

pro hodnocení toxicity nanočástic na vyšší organismy (existují velké problémy s agregací 

a sedimentací částic). Velké testování nanovlákenných nosičů je plánováno pro komunální ČOV 

(v předkládané disertační práci byla pozornost věnována pouze vodám průmyslovým, vysoce 

zatíženým). U komunálních ČOV, bude cílem sledování ulpívání aktivovaného kalu 

k nanovlákenným strukturám a hodnocení charakteristik takto vzniklého biofilmu (především 

aktivita biofilmu, hodnocení difuzní limitace pro mohutnější biofilm a potenciální možnosti 

zarůstání sítě pleteniny, jelikož se bude jednat o rychle rostoucí bakteriální populaci). 

Obrazová analýza v rámci předkládané disertační práce přispěla k odhalení důležitých 

souvislostí a nových aspektů inovativních materiálů. V obrazové analýze budou dále hodnoceny 

a měřeny parametry jako vliv střižných sil na morfologii povrchu biofilmu, vliv pH, vliv teploty, 

salinity a dalších parametrů. Hodnocení pomůže při návrhu biologických reaktorů ČOV. 

Prezentovaná metoda obrazové analýzy stále obnáší mnohá úskalí. Optické hodnocení biofilmu 

platí jen pro tenké vrstvy biofilmu. Postupem času, přibližně po dvou měsících v závislosti 

na rychlosti růstu mikroorganismů, není vhodné tuto metodu používat, protože biofilm je již 

velice mohutný a metoda již není zcela validní, poté jsou příhodné gravimetrické metody. 

Možností jak postup dále vylepšit je použití mikroskopu s možností měření v ose „z“, 

a to pomocí konfokální laserové skenovací mikroskopie (Lawrence et al., 1991). Jedná se o tzv. 

hodnocení biofilmu ve 3D rozměru, kde technika umožňuje nedestruktivní způsobem, 

bezdotykově, dvourozměrné optické řezy biofilmu a jeho trojrozměrnou rekonstrukci (Deeber 

et al, 1994; Stoodley et al, 1994). Využití konfokální mikroskopie bude náplní práce v dalších 

experimentech.  

Výsledky z obrazové analýzy navíc pomohou k vytvoření vhodnějšího modelu růstu biomasy 

v bioreaktorech. Obrazová analýza dále přispěje k vytvoření matematických modelů predikce 

adhezivního chování buněk k povrchu (na základě Picioreanu et al., 1998; Lardon et al., 2002) 

především pro nové materiály, jako jsou scaffoldové podklady (využití nanovlákenných 

struktur) u nichž standardní modely (dle Hermanowicz et al. 1995; de Beer et al., 1994) 

selhávají nebo ne zcela odpovídají současné literatuře.  

Další možné využití potenciálu obrazové analýzy v laboratorních experimentech je plánováno 

pro experimenty: testování stability nanovláken (barvením nebo využitím fluorescenční 

mikroskopie); hodnocení narušování povrchu nosiče mikroorganismy, velký potenciál se také 

skýtá v hodnocení dispergovaných mikroorganismů, resp. aktivovaného kalu, kde lze hodnotit 

jeho morfologické a kompoziční vlastnosti (zastoupení EPS, počet a struktura vláken a vloček 

aj.). Díky včasné detekci vláknitých organismů na ČOV bude například možné předcházet 

nežádoucím stavům pěnění či bytnění kalu. 
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