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B ABSTRAKT

Pfedkladand disertacni prace se zabyvd navrhem, vyvojem a ovéfenim polymerniho
nanovlakenného nosice biomasy, ktery muize byt vyuZivdn v hybridnich bioreaktorech
s imobilizovanou biomasou. V rdmci vyvoje nanovlakenného nosi¢e byla pozornost vénovana
predevsim nosné niti, ktera musi splfnovat naro¢nda hlediska (mechanickd a chemicka stabilita,
kolonizovatelnost, vysoky mérny povrch aj.). Zfindlni verze nosné nité byly vytvoreny dva
zadkladni typy nanovlakennych nosi¢li — nosi¢ pro fluidni loZe (proudici spolecné s okolni
kapalinou), nosi¢ pro fixni loZe (kapalina proudi skrze pevné uchyceny nosic¢). Nanovlakenny
nosi¢ poskytuje mnohé vyrazné vyhody, jakymi jsou pfedevsim velky specificky mérny povrch,

vyssi resistence biofilmu vici vnéjSimu toxickému pusobeni a zejména rychlost zapracovani
nosice.

Laboratorni ovérovani vyvijeného nanovldkenného nosic¢e probihalo na redlnych a modelovych
odpadnich vodach. Za pfesné stanovenych podminek byly ovéfovany zdkladni technologické
parametry a identifikovany byly limitni stavy (minimalni doba zdrZeni odpadni vody, maximalni
a minimalni teplota, rozpéti pH, salinity, hodnoceni respirace systému aj.). Paralelné jsou
vyvijené nanovlakenné nosice porovnavany s komerénim nosi¢em AnoxKaldnes.

K hodnoceni procest upoutavani bakteridlniho biofilmu na nosic¢ byl v disertacni praci navrzen
postup za vyuZiti obrazové analyzy. Stanoven byl rlist a vyvoj biomasy a hodnoceny byly
vysledné biofilmové struktury. V rdmci disertacni prace byla vytvorena ucelend neinvazivni
metodika hodnoceni imobilizovanych mikrobidlnich struktur na podkladovém materidlu
(obecné na libovolném nosi¢i biomasy). Vytvorend metodika byla Uspésné korelovana
s gravimetrickym stanovenim susiny.

Klicova slova

Nanovlakenny nosi¢, priimyslové odpadni vody, nosi¢e biomasy, imobilizace mikroorganismq,
biodegradace, obrazova analyza 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 CiLE A PRINOSY DISERTACNIi PRACE

Primdrnim cilem predkladané disertacni prace byl vyvoj polymerniho nanovldkenného nosice
bakterialniho biofilmu pro jeho uZiti v biologickém ciSténi odpadnich vod. Pfinosem vyvijeného
nanovldkenného nosice je stabilizace (resp. podporeni a intenzifikace) Cistirenskych procesu.
Prostfedkem k dosazeni tohoto vysledkl je zvySeni podilu mikroorganismu v systému, a to diky
vysokému specifickému mérnému povrchu nanovldkennych nosic¢l. Vyuziti nanovldken
resp. nanotextilii predstavuje zcela novy smér pfi pfipravé modifikovanych nosi¢i. Vyhodou je
vyuziti pvodniho zplsobu ptipravy nanovlaken a jejich unikatnich vlastnosti v novém sméru
pfi biologickém Ccisténi odpadnich vod. V radmci disertacni prace byla prokdzdna schopnost
nanovlaken nést vybrané mikroorganismy za vzniku aktivniho biofilmu. Jednda se o jedineény
zplsob, ktery mlze byt aplikovan v mnoha oblastech cisténi odpadnich vod, predevsim
v primyslovych COV (vysoce zatizenych vod), a dale i pfi mnoha dalSich aplikacich, kde by
kombinace biologickych metod s vyuZitim nanotechnologii (ve formé nanovldkennych utvar()
dopomohla k efektivnéjsSim procesim. Vysledky laboratornich experimentl i plnoprovozni
aplikace ukazali, Ze biologické cisténi priimyslovych odpadnich vod v biofilmovém bioreaktoru
za pomoci nanovlakenného nosice je velice vhodnou variantou, jak odstrafiovat specifické
znecisténi (napf. anilin, kyanidy, DPG, fenoly, chloramin). Nanovldkenny nosic je velice vhodny
podklad, nebot biofilm narlsta nékolikanasobné vyssi rychlosti a zaroven je vice odolny nez
biofilm na komercnich nosicich. Tento vysledek ma zasadni vyznam jednak pfi zapracovani
systému, ale zejména v pripadech regenerace po mimoradnych udalostech, které jsou v realné
praxi vysoce pravdépodobnym rizikem. Disertacni prace je zamérena smérem, ktery by mél v
budoucnu prinést uc¢innd technologicka i ekonomicka feseni, ktera by celé radé prlimyslovych
podnik(l pomohla problematiku cisténi odpadnich vod fesit efektivnéji.

Cilem disertacni prace byl i vyvoj a verifikace pfislusné metodiky hodnoceni vytvareného
biofilmu, a to za vyuZiti modernich metod analyzy obrazu. Cilem vytvarené metodiky bylo
charakterizovat biofilm (rist a vyvoj) a jeho strukturni vlastnosti. V rdmci disertacni prace byla
vytvofena ucelend metodika hodnoceni imobilizovanych mikrobidlnich struktur, kterd byla
navic korelovdna se standardnim laboratornim hodnocenim biomasy (stanoveni susiny).
Pfinosem tohoto postupu je vyuziti moderni metody, ktera je oproti standardnim metodikam
nékolikanasobné rychlejsi, presnéjsi a vice ¢i méné i objektivnéjsi. Navic vramci jednoho
méreni poskytuje analyza obrazu vice vystupnich informaci (informace nejen o mnoiZstvi
biomasy, ale i o jejim charakteru, seskupeni aj.), coZ s sebou pfinasi jednoznaéné pfinosy mimo
jiné také v ramci pochopeni problematiky utvareni biofilmu a v poznani toho, jaké parametry
prostfedi zdsadné ovliviuji vyvoj biofilmu. Pfinosem analyzy obrazu je navic ineinvazivni
charakter tohoto méreni, coz s sebou pfinasi vyhodu v moznosti znovupouziti odebraného
vzorku (méreny vzorek nepodléhd deformacim ani destrukci).
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E TEORETICKA CAST

Zvyseny tlak na kvalitu a ochranu Zivotniho prostfedi v souvislosti s legislativou EU (stejné tak

CR) se odrazi i ve zpfisfiujicich se legislativnich limitech pro kvalitu vypousténych odpadnich
vod. Tento tlak se projevuje jak v oblasti komunalnich COV, tak v piipadé primyslovych
aplikaci. Uziti konvencnich Cdistirenskych technologii pro cisténi specificky znecdisténych
pramyslovych odpadnich vod je Casto omezené nebo vyZaduje specifickd reSeni. Jednou
z vhodnych variant je imobilizace biomasy ve formé pfirozeného biofilmu na vhodném nosici
s primdarnim cilem zvySeni koncentrace biologického Cinitele v systému (Masak 2002).
Imobilizace bakteridlni populace pfinasi mnohé vyhody. Z hlediska mechanické manipulace jde
o snadnou separaci biomasy, sniZeni zatizeni dosazovacich ndadrzi a jednoducha manipulace
s materialem. Z mikrobiologického hlediska fixace biomasy zabranuje vyplavovani mikro-
organismu a udrzuje vysokou koncentraci biomasy v reaktoru. Rozhodujici vyhoda imobilizace
je zdsadni pro pomalu rostouci mikroorganismy (mikroorganismy rozkladajici biologicky
rozlozitelné latky pomalu nebo mikroorganismy, jejichZz rlstovd rychlost je snizena vlivem
extrémnich fyzikalné-chemickych vlastnosti prostredi). (Masak 2002)

Swvyssi koncentraci biomasy souvisi kratsi doby zdrieni v reaktoru, coZz umozZnuje
zakoncentrovani pomalu rostoucich mikroorganism({ a tvorbu dostatecné difuzni bariéry
biofilmu, ktera snizuje ucinky toxickych latek a fyzikalné-chemickych podminek. Nasledné je
mozné vyuZiti mensiho potfebného objemu nadrze. Imobilizace také zpravidla zvySuje odolnost
organismu, napt. proti teplotnim Sokim, nepfiznivym hodnotdm pH & chemickym latkam
(Masak 2002).

Cilem vyuziti nosi¢l biomasy pro biologické cisténi odpadnich vod, ma za cil podporovat
bakterialni populace, které provadéji dekontaminaci. Nosi¢ je pevnym prvkem, ktery by mél
nejen stabilizovat, ale predevsim podpofit a vylepsit schopnosti mikroorganismu. Znalost
potieb bakteridlni populace mize dopomoci k pochopeni procesl adheze a nasledné k tvorbé
biofilmu. Vysledek maze byt prinosny pfi zdokonalovani parametri nosie biomasy, resp.
pro pfipad predkladané disertacni prace i pti jeho vyvoji.

Bakterie pfirozené se vyskytujici v pfirodé maji tendence pfirlistat k libovolnému povrchu,
ktery se vyskytuje v jejich bezprostfednim okoli. Napfiklad kamenivo v fekach, které dokonce
slouzilo, jako jeden z prvnich realnych aplikaci na cistirnach odpadnich vod. Kamenivo nebylo
pfilis vhodné, predevsim pro svou znac¢nou hmotnost a nizky aktivni povrch. Proto se hledaly
materidly, které tyto nevyhody kompenzuji. Pfeslo se tedy na lehce dostupné a levné materialy
jako plastové nasekané drendini trubky, keramzit, perlit, pisek, aktivni uhli, sklo, aj.
(Hermanowicz a Ganczarczyk, 1983; Mulcahy a Shieh, 1987). Tyto jiz splfiovaly ndrocnéjsi
pozadavky, ale ¢asto dochdazelo k zar(stani naplné, coz vedlo k tvorbé anaerobnich zén, a dale
pak ke snizeni aktivniho povrchu a ucinnosti.
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Imobilizace mikroorganism( v prirozeném biofilmu je technologicky vyuZivana jiz od pocatku
minulého stoleti. Zkrapéné biofiltry pouzivané pro cisténi splaskovych odpadnich vod byly
v minulosti masivné rozsifené i v CR stejné jako tzv. anglické filtry vyuZivané ve vodarenstvi
pro pomalou filtraci surovych vod. Biofiltry pouZivané v Cistirenstvi byly vesmés zkrdpéné
kolony, jejichz zasadni nevyhodou bylo zar(stani nosice, limitace s doddvkou kysliku a obecné
nizsi ucinnost ve srovnani s klasickym aktiva¢nim procesem (Chudoba et al., 1991). Zminéné
nevyhody vétSinou odstranuji kombinované systémy s biomasou jak fixovanou v ponofeném
biofilmu, tak volnou (ve vznosu). Prvni technologie vyuZzivaly fixované nosi¢e biomasy ve formé
rGznych vestaveb, které byly tvoreny profilovanymi plastovymi konstrukcemi ve formé
biologické vostiny. Tyto techniky neodstranuji s jistotou moznost zarlstani naplné a rovnéz
komplikuji udrzbu stavebnich prvkd bioreaktor(, zejména aeracnich systému. Z téchto dlvodu
jsou moderni nosi¢e biomasy tvoreny rlznymi ¢asticemi ve fluidnim loZi nebo jako vyjimatelné
segmenty.

Nejnovéji se jako nosice biofilmu vyuzivaji obecné nejriiznéjsi podklady, specidlné pfipravené
polymerni materialy s cilem maximalizace specifického povrchu nosice a s vhodnou morfologii
povrchu. Syntetické polymerni materidly jako polyakrylamid, polyuretan, polyetylén
a polyvinylalkohol jsou Uspésné pouzivany az v poslednich letech (Tampion a Tampion, 1987;
Powel, 1990; Trogl et al., 2012; Trogl et al., 2013). Nosice zachovavaji jednoduchost vyroby,
vysokou efektivitu a znacnou mozZnost velikostni a tvarové variability.

Obrazek 1 - Nosice AnoxKaldnes, zleva K1, K3, BiofilmChip™ M, BiofilmChip™ P a F3 (Le Noir, 2011;
AnoxKaldnes™ MBBR)

Obrazek 2 — Komercni nosi¢ AnoxKaldnes™ MBBR (novy a pouZity nosic, detail kolonizace nosice K3)

Pokrokovym prostftedkem hodnoceni materidlovych struktur je wvyuzZiti analyzy obrazu.
Obrazova analyza poskytuje v jistych smérech dokonce mnohem vice zajimavych vysledk( nez
doposavad standardné uzivané metody. Velkou prednosti analyzy obrazu muze byt jeji
rychlost, objektivni hodnoceni, efektivita pfi zpracovani velkého mnozstvi dat, také nevyzaduje
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zadnou vétsi zkuSenost s analytickym postupem. V biologické praxi je pak vyhodou neinvazivni
charakter hodnoceni. (Hlava¢, Sonka 1992; O'Gorman et al. 2008; Wu et al. 2008)

Obecné lze méfici metody rozdélit podle toho, zda v prlbéhu méreni dochdazi ke zméné
plvodni struktury, nebo vlastnosti méfeného objektu; jinak feceno, zda lze stejné méreni
provést na totoZzném vzorku opakované. Existuji metody invazivni, které plvodni strukturu
poskozuji (metody rozpousténi, zahfivani nebo metody mechanického poskozeni objektu),
a metody neinvazivni, které vyuZivaji predevsim rlznych druhlG zareni, rGzné druhy
spektroskopie, difrakéni a optické metody.

Pfedklddand metoda obrazové analyzy umoZfuje neinvazivnim zpusobem hodnoceni
bakteridlniho biofilmu na nosi¢ich biomasy za vyuZiti optické mikroskopie (bez vyuZiti barviv,
fixace vzorku aj.), kde obraz je findlné digitdlné zpracovan (Pirkl, 2003). Cilem disertacni prace
je charakterizovat bakteridlni biofilm neinvazivni metodou (umoZriiuje opétovné pouZiti
méreného vzorku) tak, aby vysledky mély stejnou vypovidaci schopnost s vystupy, které lze
ziskat standardnimi invazivnimi metodami (jako napfiklad stanoveni susiny). Vysledkem
predkladané disertani prdce je potvrzeni moZnosti pouziti metody analyzy obrazu
k charakterizaci bakteridlni populace a k urceni kinetiky rlstu biofilmu.

Analyza obrazu (image analysis) je proces ziskavani smysluplnych informaci z obrazu pomoci
technik zpracovani obrazu (image processing techniques). Které informace jsou dulezité, je
zavislé na konkrétnim ukolu nebo situaci. Mohou to byt jednoduse barvy, velikost nebo tvar
Zpracovani obrazu poskytuje Sirokou sadu nastroji a metod, které jsou aplikovany na vstupni
data (obraz) obvykle dle chronologickych postupl. Postupy lze rozclenit do nasledujicich
kategorii, pofizeni obrazu, pred-zpracovani obrazu, vylepSeni obrazu, segmentace obrazu,
morfologické zpracovani obrazu a identifikace oblasti.
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F PRAKTICKA CAST

Disertacni prace byla feSena od cervence roku 2009 do ¢ervna roku 2013 na pracovistich

Technické univerzity v Liberci. Velice timto dékuji ustavu Novych technologii a aplikované
informatiky na Fakulté mechatroniky, informatiky a mezioborovych studii (NTI); a také dékuji
vyzkumnému centru Ustav pro nanomaterialy, pokrocilé technologie a inovace (Cxl), v rdmci
jejichZ pracovist byla predkladana prace fesena.

Dalsi velky dik patfi Fakulté textilni (KNT) a Ustavu pro nanomaterialy, pokro¢ilé technologie
ainovace (Cxl), vramci jejichz kapacit byla realizovdana pfiprava a poloprovozni vyroba
textilnich niti s nanovldakennym pokryvem. Predkladana disertacni prace se nezabyva
zptisobem vyroby nanovldken a technologii upoutani nanovlaken na podlozni matrici.
Predkladand disertaéni prace se zabyva aplikaci vyvinutych struktur vramci Ccisténi
primyslovych odpadnich vod, analyzou a syntézou vysledkl, na zakladé kterych jsou dale
doporucovany dalSi postupy aprocesy, jak danou nanovlakennou strukturu (nit
s nanovlakennym pokryvem a nosic utvareny z niti s nanovlakennym pokryvem) modifikovat,
vylepsit a dale optimalizovat pro COV.

1.VYVOJ NANOVLAKENNEHO NOSICE

Pro dekontaminaci znecisténych odpadnich vod se stale hledaji vhodnéjsi materialy a postupy,
které procesy biologické dekontaminace urychli, zefektivni, pripadné i zlevni. Jednou
z moznych variant je vyuZiti stavajici technologie nosi¢li biomasy v kombinaci s novymi
metodami nanotechnologie (nanovldakennych materiall), na coz je zamérena predkladana
disertaéni prace. Cilem je vytvofit zcela specialni nosi¢ biomasy pro Cistirenské technologie
zaloZzeny na nanovlakennych resp. mikro-vlakennych sitich.

Hlavnim cilem predkladané disertacni prace bylo vytvorit plvodni nosi¢ biomasy disponujici
vyhodami z oblasti nanotechnologie a maximalné podporujici bunécnou kolonizaci. Rozvoj
moderniho a originalniho pfistupu nanovlakenného nosi¢e predstavuje parcialni a paralelni
feSeni mikrobiologie, materidlového inZenyrstvi a bioinZzenyrstvi. Vysledkem je vyroba jemnych
polymernich vlaken, s prlmérem od desitek nanometrd po nékolik mikrometr(.

Vv rd

|1.1. Nosi¢ biomasy jako urcujici prvek pri ¢isténi odpadnich vod

Na zakladé danych parametr( byl na Technické univerzité v Liberci (TUL) zahajen vyvoj nového
typu nosice, ktery je zaloZzen na vyuziti nanovlakennych materiall. Vyslednou formou aplikace
je nit, kterd je tvofena nosnym vlaknem s nanosem nanotextilie, ktera je dale zformovana

10
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do specialnich tvarl. Jednozna¢nou vyhodou téchto nosicli je vysoky specificky povrch (diky
nanovldkennym vrstvam je pomér povrchu vlakna k jeho objemu maximalni).

Nanovlakenny nosi¢ biomasy je urcujici prvek pti aplikaci ¢isténi odpadnich vod, ktery spliiuje
pozadované vlastnosti jako nosi¢ biomasy, a diky specifické morfologii ma dalsi vyhody:

1) Materidly, znichZz jsou nanovldkna a =zdkladni nit wvyrobeny, jsou polymery
(polypropylen, polyuretan, polyetylen), kde tyto materidly jsou pro vodni organismy
a pro mikroorganismy zcela netoxické a biokompatibilni.

2) Vétsina mikroorganism( Iépe adheruje na hydrofobni povrchy (plasty) nez na hydrofilni
(sklo), (Palmer et al., 2007). VyuZiti polymernich nanovladken s sebou pfinasi vyssi afinitu
mikroorganismu k jejich povrchu a tedy i snazsi a rychlejsi pocatecni kolonizaci.

3) Pouzité materidly a jejich Uprava je biochemicky inertni, chemicky stabilni a v zavéru
po vyhodnoceni nékolika testd a provedeni findlnich Uprav (v ramci predkladané
disertacni prace) bylo docileno i fyzikdIni stability nanovlakenného nosice (resp.
nanovldkennych vrstev na nosici).

4) Morfologicka vhodnost nanovldkenného nosice je zarucena vyuzitim nanovldkennych
struktur, které jsou umistény na povrchu nosné nité. Povrchova struktura, vysoky
specificky povrch, velkd mezerovitost a pory o velikosti nano-méfitka umoziuji velice
rychlé ulpivdni a nasledné upoutavani mikroorganism(. Mikroorganismy kolonizuji
predevsim povrch nanovldken, ale diky jejich charakteristické morfologii jsou schopny
prorlstat i do vnitfni struktury nité, vysledna stabilita biofilmu je mnohonasobné vyssi
oproti jinym nosicim. Navic dle (Mulder and Heijnen 1988; Heijnen et al. 1992) drsnost
povrchu nosice zlepSuje rozvoj biofilmu. Drsnost povrchu je dominantnim faktorem pro
rast biofilmu, a to vice neZ fyzikdlné-chemické vlastnosti daného povrchu (Loosdrecht
et al. 1988). Pokud mikroorganismy kolonizuji nanovldkenné struktury jsou mnohem
vice chranény pred smykovym tfenim (coz by jinak mélo za nasledek uvolfiovani
biofilmu).

5) Neobycejny design nanovldkenného nosie, extrémni flexibilita, poddajnost,
tvarovatelnost (snadnd formovatelnost, jelikoz nosi¢ neni z ,tvrdého” polymeru
o predem daném tvaru) a zaroven vysoka stabilita a navic technologicky zplsob vyroby
(chaoticky propletend vldkna a nanovldkna a prostorové obloucky jednotlivych vldken)
jesté vice zvyiuje vysledny povrch nosice (az desitky m?/g).

6) Velkou vyhodou nanovldkenného nosice je moznost kombinovat dané polymery a tim
nastavovat densitu nosi¢e (od hustoty cca. 900 kg/m® az po 1200 kg/m?), v podstaté
pfimo dle specifické aplikace, dle sloZzeni dané odpadni vody nebo charakteru
vyuzivanych bunécnych konsorcii. Mérna hmotnost nosi¢e mize byt vidy srovnatelnd
s odpadni vodou.

7) Moizinost vytvaret zcela libovolny design nosice (pro fluidni loze i pro fixni loze)
umoziuje aplikaci tohoto typu nosi¢e pro zcela libovolny charakter odpadni vody,
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bakterialni populace nebo dle specifickych pozadavka Cistiren odpadnich vod. Napftiklad
pro pomalu rostouci mikroorganismy je mozné vyuzit textilni pleteniny s mensi
vzddlenosti niti (tzv. rozestup ok sita), pro rychle rostouci mikroorganismy lze vyuzit
textilni sit s hustSim proplétanim.

8) Vyznamnou vyhodou nanovldkenného nosi¢e je moznost narlstani bakteridlniho
biofilmu nejen na povrchu nosice, ale také blize k jeho stfedu (uvnitf nosice, resp. uvnitr
vldkna, jak dokazuji nize uvedené fotografie), kde jsou bakterie |épe chranény pred
toxickymi vlivy okolniho prostiedi (napf. stfizné sily hydraulického michani). Vyssi
ochranu bunék zajistuje samoziejmé iextraceluldrni biomasa. Diky strukture
podkladové a nanovldkenné nité je umoZnéno pronikdni substratu a kysliku
k mikroorganismim i pro mocnéjsi biofilmy.

9) Tloustka biofilmu je rozhodujicim parametrem, protoZe jen vrstva penetrovana
kyslikem (aktivni biofilm) se zucastiiuje degradacnich procesd. Tloustka aktivniho
biofilmu se obycejné pohybuje v rozmezi 50 az 150 um (Chudoba 1991). Diky vyuZiti
nanovldkennych vrstev a diky moZnosti pronikani kysliku a Zivin ze spodni strany
biofilmu (ze strany od nosice) je moZné, Zze mohutnost aktivniho biofilmu mulze byt
pro tyto struktury az dvojndsobnd, tj. 100 az 300 um, coz by pro remediacni aplikace
(Cisténi vysoce zatizenych priimyslovych odpadnich vod) mohlo byt velkym pfinosem.

10) Finan¢ni narocnost soucasnych typl nanovldkennych nosi¢l je sice mirné vyssi nei je
tomu u komercénich nosi¢l. Avsak v pribéhu ¢asu, az se zplisob vyroby nanovldkennych

v

nosicl vice rozsiti, pak klesne soucasna cena a nové nanovldkenné nosi¢e budou moci

cenové konkurovat stavajicim komercénim nosic¢am.

Obrazek 3 — Dokumentace kolonizovaného nosi¢e (20 hodin kultivace). Detail nosi¢e portstajiciho biofilmem
a zachyceni prvnich solnych inkrust (pofizeno na pracovisti Zeiss, Némecko)

Obrazek 4 — Dokumentace kolonizovaného nosice (pofizeno na pracovisti Zeiss, Némecko)
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Obrazek 5 — Dokumentace vyvoje kolonizace nanovlakenného nosice pomoci elektronového mikroskopu (140,
160, 210 a 330 hodin). Dokumentace naristani bakteridlniho biofilmu na/v nanovlakennych vrstvach (resp.
uvniti nosice). (potizeno na VSCHT Praha)

Obrazek 6 — Fotograficka dokumentace vyvoje biofilmu na nanovlakenném nosicich (1, 5, 10, 15 den). Po delsi
dobé kolonizace se mikrobni biomasa pfirozené rozroste i na mista bez nanovlaken.

|1.2. Charakterizace nanovlakenného nosice

Nanovldkna a z nich pfipravené nanotextilie predstavuji prudce se rozvijejici odvétvi
materidlového prlmyslu. Tyto kompozitni materidly maji velky aktivni povrch pfi nizké
specifické hmotnosti a jsou velmi vhodné pro pfipravu modifikovanych nosi¢l pfirozenych
biofilmG cilené ptipravenych pro specificky znecisténé odpadni vody, ale i pro intenzifikaci
klasickych Cistirenskych technologii. Konstrukce nosi¢li biomasy je zcela zdsadni pro dosazeni
maximalni ucinnosti Cistirenskych procest, pficemz kromé specidlniho tvaru jsou dulezité

materialové a strukturni charakteristiky nosicu.

Obrazek 7 — Pfehled vyvoje nanovldkenné nité (vzorek A — E)

Nanovldkenna pfrize je finalné slozena ze tfi Casti (obrdzek 7, vzorek E). Zakladni vlakno je
polypropylen (660 dtex, tvarovany vzduchem), povlak se sklada z polyuretanovych nanovldken
(dle vyuzivaného zpUsobu vyroby bylo mozné rozpéti 30 — 100 dtex, metoda electrospinning,
pramér nanovldken je cca. 260 nm), vSe je dvojité obtoceno ochrannym polyetylenovym
vldknem (167 dtex, chrani v(ci treni pfizpracovani apfi naslednych aplikacich proti
dezintegraci nanovlaken). Osnova pro plosné utvary je tvorena polypropylenovym vldknem
(200 dtex).
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Na zakladé vysledk( disertacni prace (vybér materidlu pro nanovlakenné vrstvy, stanoveni
idedIintho mnozstvi nanovldkenné vrstvy, testy sorpce latek na nanovldkenny nosi¢, testy
dezintegrace) byla zvolena nanovldkenna nit typu polyuretan, nanos 50 dtex. Tento vzorek
prokazal nejvyssi rychlost kolonizace bakteridlni populaci a soucasné je velice vhodny diky
»,malé” mife sorpce k povrchu a diky dostatecné stabilité nanovrstev ve vodném prostredi
(samoziejmosti je prfitomnost fixacni nité). Soucasné je polyuretan dobrfe zpracovdvan a
produkovan metodou electrospinning.

Vysledkem hodnoceni stability (odtrhdvani) nanovldken z povrchu bylo zjiSténi, Zze predevsim
na pocatku experimentu (pfed kolonizaci nosice biofilmem) nastavd dezintegrace nanovldken
do okolniho prostredi, ¢asem vsak dochazi k jistému ustdleni. Pokud se pred redlnou aplikaci
tyto nosice oplachnou proudem vody, dojde tak k nejmasivnéjSimu odtrzeni volnych vildken,
které se pak ddle dorecipientu Sifit nebudou. V dalsi fazi se diky morfologii povrchu
predpoklada kolonizace biofilmem a odtrhavani vlaken se jiz nepfedpoklada. V limitni zkousce
hodnoceni toxicity nebyla pozorovana statisticky vyznamna imobilizace Daphnia magna
(hodnoty EC 50 nelze vyhodnotit).

Nanovlakna jsou schopna udrzet i masivni vrstvy biofilmu, ktery mlzZe produkovat rychle
rostouci aktivovany kal. V pozdéjSich stadiich nanovldkna dokonce utvéareji v biofilmu tzv.
kostru, ktera umoznuje zachovani plné aktivniho biofilmu i pro silngjsi vrstvy. Cely komplex
i po masivnim ndrlstu biofilmu je densitné srovnatelny s odpadni vodou, coz minimalizuje
naklady na michani systému. Dale bylo zjiSténo, Ze po narlstu mohutnéjsiho biofilmu a po jeho
oplachu proudem vody nedochazi k naruseni nanovldkenné struktury na povrchu zakladni nité
a nosi¢ je mozné pouzit pro dalsi kolonizaci (testy s chrom-sirovou smési potvrdili destabilizaci
nanovlakenné struktury). Laboratorni testovani dale prokdazalo, ze nanovlakna jsou efektivnim
nosi¢em bakteridlniho biofilmu. V ramci kratkodobé kultivace dosahuje nanovlakenny nosic¢
v priméru ctyrikrat vy$si miry kolonizace oproti komerénimu nosici. Pocatecni zapracovani
nanovlakenného nosice je rychlejsi predevsim diky charakteristické morfologii a vysokému
mérnému povrchu. Vramci dlouhodobé kultivace (po C¢tyfech mésicich) je pokryti
nanovlakenného nosi¢e vice jak dvojndsobné. Objemovd i specifickd respirace biomasy
fixované na nanovldkennych nosicich byla dokonce az vice jak dvakrat rychlejsi oproti respiraci
s komerénimi nosi¢i AnoxKaldnes. Nanovlakenna struktura umozZnuje biofilmu odoldvat
extrémnim podminkdm prostfedi. Méreni re-kolonizace nosi¢e prokazalo zpomalovani rychlosti
kolonizace nosice, a to pravdépodobné v dlsledku zbytkové mikrobidlni populace, diky které
nastava ona masivni pocatecni kolonizace. Na druhou stranu zbytkova populace (zlstatek
po oplachu nosice biofilmu) umoznuje rychlé zotaveni systému a rychlost zapracovani nosice se
zkracuje.

Vyslednou pfizi dle obrdzku 7, vzorek E je moZno zpracovavat textilnimi postupy do formy
sférickych smotk( (pro pouziti ve fluidnim loZi) nebo do formy plosnych utvar( (technologie
proplétani s vlozenym utkem, pro poutziti ve fixnim lozi).
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. Nosi¢ pro fixni loze

z patentové reSerSe na celosvétovy stav techniky textilnich nosi¢l biomasy pro cisténi
odpadnich vod, se zamérenim na pleteninové textilie plosSného a chomacového typu
(Komberec, 2011) bylo vybrano nékolik pfikladl s jejichz inspiraci bylo vytvofeno nékolik
nasledujicich exemplard fixnich a fluidnich nosicu.

Z findlné uskupeného vldkna (obrdzek 7, vzorek E) bylo vytvoreno nékolik 2D forem (tkanin,

resp. pletenin). Z nité je mozné vytvorit napfiklad ndsledujici formace: tkanina (perlinkova
vazba), pletenina (zataznd), pletenina (osnova s vloZzenym utkem), jeden z moZnych pfikladd je

uveden nize. (Jirsdk et al., 2010)

Obrazek 8 — Fixni nosi¢ — Pletenina, osnova s vloZenym utkem, fetizek PE, nosna nit PL (176 fibril 36x1x3), kryci
nit (S, Z) monofil, PU nanovlakenna vrstva (Jirsak et al., 2010)

Obrazek 9 — Redlna konstrukce technologie vyjimatelnych ramu (Lederer, 2011)

Technologie vyuZiti nosnych rdam(, kterou je moiné jako vyjimatelné moduly instalovat
do stavajicich i novych aktivaénich nadrzi byla zkonstruovana na zakladé praktickych zkusenosti
vedouciho prace Ing. Tomase Lederera, Ph.D. Redlné sestrojeni této technologie proved! Ing.
Tomas Pluhaif a Ing. Jaroslav Nosek, Ph.D. Specificky povrch vysledného utvaru
s polyuretanovymi nanovldkny s hodnotou 50 dtex md pro dany navrh konstrukéniho reSeni
pro fixni loZze az tisice m?/m?3. Vysledkem technologie nosnych ramd v kombinaci
s nanovlakennym nosi¢em je finanéni srovnatelnost s komerénimi technologiemi.
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' Nosi¢ pro fluidni loze

V reaktoru pro fluidni loZe, proudi nosi¢ spolu s aktivacni smési. Ve vyvoji fluidniho nosice se
sledoval pfedevsim tvar, uskupeni, velikost, adhesivni vlastnosti pouzitého materiadlu a stabilita
nosi¢e, vzndasivost nosice ve vodé a dalsi. Tvar nosiCe miZe byt obecné zcela libovolny,
optimalni je vSak sféricky tvar, coz minimalizuje naklady na michani. Do dnesniho dne bylo
odzkouseno nékolik tvard nosice ,bambule, soudky, maslicky” (obrdzek 10 nize). Tyto nosice
jsou pro realné aplikace na Cistirndch odpadnich vod vcelku pfijatelné, jen pro nékteré typy
dochazi k nezadoucim efektim. Optimdlnim aera¢nim systémem pro fluidni nanovldkenny
nosic je stfedo-bublinnd aerace, a to vzhledem k nutné vyssi mechanické energii na michani
téchto nosicl. Jina je situace u potencidlni intenzifikace stavajicich Cistiren, kde se v dnesni

dobé nachazeji spiSe jemno-bublinné aeratory.

Obrazek 10 - P¥iklad fluidnich nosicu (,,bambule, trikrat typ ,,soudky”, ,,maslicky“)

Hlavnim zavérem prace je identifikace idedlniho uskupeni fluidniho nosice, kterym byl nosic
typu ,tlusty soudek”. Tato vysoce stabilni struktura schopna odoldvat vysokému
mechanickému namahani dosahovala nejvyssi specifické respiracni rychlosti. Jako nejvhodnéjsi
fixni nosi¢ byl stanoven nosi¢ o hodnotach ,,400 cm?/1“, ktery dosahoval nejvyssi specifické
respiracni rychlosti. Bylo prokdzdno, Ze tvar nosiCe a jeho vlastnosti maji vyrazny vliv
na moznosti biodegradace, predevsim pti hodnoceni specifické respiracni rychlosti.
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Obrazek 11 — Zavislost ucinnosti Cisténi odpadni vody na priutoku a teploté, readlné odpadni vody zatiZzené
anilinem a fenolem.

Vramci disertacni prace byla potvrzena vhodnost nanovlakennych nosi¢d pfi aplikacich
na €istirnach odpadnich vod. Cas zapracovani nanovldkennych nosi¢dl je poloviéni oproti
komerénimu nosic¢i. Nanovldkenny nosi¢ také umoziuje rychlejsi zapracovani nosice, a tim
zkraceni potfebné doby kultivace a rychlejsi regeneraci po mimoradnych stavech. Nosi¢ na bazi
nanovlaken je z hlediska ucinnosti odstrafiovani CHSK vyhodnéjsi dokonce az o 42 % (pfi
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extrémnim zatiZeni). Nanovldkna umoZnuji vyssi resistenci imobilizovanych bakterii vUci
okolnim podminkdm (obrdzek 11 vlevo).

Laboratorni testovani ukdzalo efektivni CiSténi odpadnich vod zatizenych fenolem pomoci
nanovldkennych nosi¢l. Nanovldkna jsou efektivnim nosicem bakteridlniho biofilmu.
Nanovlakenny nosi¢ dosahuje priamérné nizSich hodnot celkového zatiZzeni organického
znecisténi na odtoku, ma schopnost odolava vyznamnéjsim oscilacim v kvalité odpadnich vod,
¢imZ je moziné predchazet opakovanému zapracovani bioreaktoru. Pocatec¢ni zapracovani
nanovldkenného nosice je rychlejsi predevsim diky charakteristické morfologii a vysokému

mérnému povrchu (obrdzek 11 vpravo).

Laboratorni testovani prokazalo efektivni Cisténi odpadnich vod zatizenych chloraminem
pomoci nanovlakennych nosi¢d. Nanovldkna jsou efektivnim nosi¢em bakteridlniho biofilmu
tvoreného aktivovanym kalem. Jelikoz aktivovany kal usedal na nanovldkenné struktury velice
rychle, byl tim prokdzan rozdil mezi nanovldkennymi strukturami 50 dtex a 100 dtex.
Rychlejsiho zapracovani nanovldakenného nosice je docileno diky charakteristické morfologii
a vysokému mérnému povrchu, vramci struktury s hodnotou 100 dtex je nizsi kolonizace

zpUsobena pravdépodobné vyssi sorpci chloraminu k tomuto povrchu.

Obrazek 12 - Biofilm na vyjimatelnych nosnych ramech, detail biofilmu v mokrém a suchém stavu (pro realné
odpadni vody zatizené chloraminem B v laboratornich podminkach)

Vyroba nanovlaken byla metodicky provedena v ndvaznosti na konzultace s fakultou textilni.
Za mnoho praktickych namétl patfi velky dik prof. RNDr. Oldfichu Jirsdkovi, CSc., Filipu
Sanetrnikovi a Ing. Michalu Komarkovi, Ph.D. V ramci vlastnich zdroji fakulty jsme nebyli
schopni zajistit vyrobu nanovlakennych struktur samostatné, proto vyrobu téchto viaken
zajistoval pan Filip Sanetrnik z Katedry netkanych textilii a nanovlakennych materiald.

Vysledkem hodnoceni v rdmci disertacni prace bylo laboratorni ovéreni nékolika typu nité
s nanovlakennym pokryvem, z nichz finalni ndvrh za pouziti polyuretanovych nanovldken,
s mirou povrstveni 50 dtex a doporuceni nanovldkna dodatec¢né zpeviiovat za pomoci
fixaéniho vldkna je pro praktické aplikace na biologickych COV nejvhodn&jsi.

Déle bylo cilem prace z téchto niti vytvofit 2D a 3D struktury (fixnich a fluidnich nosicu),
které je mozné textilnimi postupy zpracovavat v riznorodych variantach (rizna velikost ok

sité, rGzna tloustka zakladni nité, rdzny tvar nosice aj.) dle specifickych pozadavkd dané

17



Ing. Lucie Kriklavova Autoreferat disertacni prdace 25.6.2013

COV. Tyto 2D a 3D nosice byli laboratorné testovany na redlnych OV. Vysledkem prace bylo
doporuceni, ktery typ nosice je vhodny pro jaké aplikace a ktery z nich dosahuje ,lepSich”
vysledkd.

FindIni uskupeni vldken s nanovlakennym pokryvem do 2D a 3D nosicl vedlo ke zjisténi, Ze
i pres dobrou fixaci nanovlaken dochazi k jejich odtrhavani z povrchu nosné nité, casem vsak
dochazi k jistému ustaleni. Zavérem méreni bylo doporuceni, aby se nosice pred redlnou
aplikaci oplachli proudem vody. Diky ¢emuZz dojde k nejmasivnéjSimu odtrZzeni volnych
vldken, které se pak ddle do recipientu Sifit nebudou. V dalsi fazi se diky morfologii povrchu
predpoklada kolonizace biofilmem a odtrhavani viaken se jiz nepredpoklada. V limitni
zkousce akutni toxicity uniklych nanovlakennych ¢astic na Daphnia magna nebyli u dafnii

pozorovany statisticky vyznamné toxické ucinky.

Zakladni testy ohledné mozZnosti znovu-pouziti nanovlakenného nosice jako nosice biomasy
pro redlné aplikace na COV vedli k potvrzeni vhodnosti pouziti nanovldken pro realné
aplikace. V praci bylo doloZzeno, Ze oplach proudem vody nenarusuje nanovldkenné
struktury na povrchu zakladni nité a nosi¢ je mozné pouzit pro dalsi kolonizaci.

Laboratorni testovani dale ukazalo, Ze nanovlakna jsou efektivnim nosi¢em bakterialniho
biofilmu. V ramci kratkodobé kultivace dosahuje nanovldkenny nosi¢ v priméru ctyrikrat
vy$si miry kolonizace oproti komerénimu nosici. Pocatecni zapracovani nanovldkenného
nosiCe je rychlejsi predevsim diky charakteristické morfologii a vysokému mérnému
povrchu. Vramci dlouhodobé kultivace (po ¢tyfech mésicich) je pokryti nanovlakenného
nosice vice jak dvojnasobné (v porovnani s komerénim nosicem AnoxKaldnes). Nanovlakna
jsou schopna udrZet i masivni vrstvy biofilmu, ktery muZe produkovat rychle rostouci
aktivovany kal. V pozdéjsich stadiich nanovlakna dokonce utvareji v biofilmu tzv. kostru,
ktera umoznuje zachovani plné aktivniho biofilmu i pro silnéjsi vrstvy. Cely komplex
i po masivnim narustu biofilmu je densitné srovnatelny s odpadni vodou, coZ minimalizuje
naklady na michani systému. Objemovd i specifickd respirace biomasy fixované
na nanovlakennych nosicich je dokonce az vice jak dvakrat rychlejsi oproti respiraci
s komerénimi nosici AnoxKaldnes.

V disertacni praci byla potvrzena efektivnéjSi Uclinnosti  odstrafiovani  CHSK
pro nanovlakenny nosi¢ (v porovnani s komerénim nosicem AnoxKaldnes). Nanovldkenny
nosi¢ dosahuje prlmérné nizsich hodnot celkového zatizeni organického znecisténi
na odtoku, biologické cisténi OV probihalo dokonce az o 42 % efektivnéji (pfi extrémnim
zatizeni). Nanovlakna umoznuji daleko vyssi resistenci imobilizovanych bakterii vici okolnim
podminkam, zde kolonizované bakterie maji schopnost odolavat vyznamnéjsim oscilacim
v kvalité odpadnich vod, ¢imz je mozné predchazet opakovanému zapracovani bioreaktoru.
Cas zapracovani nanovldkennych nosi¢d je poloviéni oproti komerénimu nosi¢i, co?
umozniuje zkraceni potrebné doby kultivace a rychlejsi regeneraci po mimoradnych stavech.

Vsechny zde uvedené vysledky byly zaloZzeny na vlastnim méreni a provedeny byly autorem

disertacni prace. Pripadné bylo méreni provedeno ve spoluprdci s Ing. Tomasem Dubem
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a Bc. Dominikou Kortusovou (v disertacni praci jsou vidy presné specifikovany dané
kapitoly), na zakladé c¢ehoz vzesly spolec¢né clanky:

KRIKLAVOVA, L., NOVAK, L., DUB, T., KORTUSOVA D., LEDERER T.: Vyvoj alternativnich
nosicu biomasy pro biologické cisténi odpadnich vod. Vodni hospodarstvi 2013, 63 (5), 151—
155. (recenzovany ¢asopis).

KRIKLAVOVA, 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;
Sbornik bude zverejnén v databazi Thomson Reuters — Web of Science/Web of Knowledge
véetné CPCI.

Testy akutni imobilizace dafnii byly provedeny v akreditované laboratofi , Vyzkumny ustav
organickych syntéz a.s., Centrum ekologie, toxikologie a analytiky, Rybitvi 296, 533 54
Rybitvi, Zkusebni laboratof ¢ 1057, akreditovand CIA dle CSN EN ISO/IEC 17025“.
Vyhodnoceni, reprezentace a publikace dat bylo provedeno autorem disertacni préace.

2. OBRAZOVA ANALYZA BIOFILMOVYCH STRUKTUR

Obrazova analyza se v poslednich letech uzivd ¢im dal castéji, presto povédomi o této nové
a progresivni metodé neni v biologickych védach pfiliS rozsifeno. Obecné je moziné tohoto
pfistupu vyuzivat pti jakémkoliv hodnoceni nasnimanych fotografii v makro i v mikro-méfitku,
cernobilych i barevnych a v jakémkoli oboru lidské ¢innosti (od strojirenstvi po biotechnologie).

Analyza obrazu biofilmu uchycovaného na pevném polymernim nosicéi v odborné literature jiz
existuje (Lewandowski and Beyenal, 2007), ale analyza obrazu biofilmu, ktery je formovan na
nanovlakenném nosi¢i provadéna nebyla (neexistuji zddné dostupné zdroje). Déle uvedené
vysledky prokdazaly zajimavé vlastnosti nanovlakennych nosica, které predtim nikdy odhaleny
nebyly.

Cilem této kapitoly predkladané disertacni prace byl ndvrh procedur automatické obrazové
analyzy pro hodnoceni charakteristik imobilizovanych biofilmovych struktur. Pro zde uvedené
obrazové hodnoceni byly pouzity fotografie z modelového pfikladu, kde dominantnim
c-zdrojem byl fenol. V priibéhu téchto méreni bylo ziskano velké mnozstvi fotografii (snimka
bakterialniho biofilmu na nosicich), nasledné tyto obrazy slouZili jako vstupni data pro tuto
kapitolu. Fotografie vzork(i byly potizené za pomoci soustavy mikroskopu a digitalniho
fotoaparatu a nasledné byly automaticky analyzovany zde navrienym algoritmem
(programovym kddem). Ziskana data v podobé morfologickych vlastnosti (porozita, fraktalni
dimenze apod.) byly porovnavany svysledky laboratornich méreni za ucelem nalezeni
zakladnich souvislosti a vazeb.

Obrazova analyza muze v jistych smérech poskytovat dokonce vice zajimavych vysledk( nez
standardné uzivané metody. Pfi odhalovani souvztaznosti v mikroméfitku se totiz odkryvaji
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dllezité charakteristiky bakteridlnich konsorcii, coz pomdha odhalit nejasnosti a odkryt
souvislosti, které jinymi metodami odhalit nelze. Charakteristika biofilmu a pochopeni jeho
struktury a vlastnosti mize mit vliv na ucinnost biodegradace, potaimo i celého systému
Cistiren odpadnich vod. Velikost bunéénych shlukl ¢i neobsazeného prostoru na nosic¢i ma
spojitost se zménami v populaci a stavu Zivin (Beyenal et al., 2000), tvar shluk ma pak zase
spojitost s hydrodynamikou v systému (Lewandowski and Beyenal, 2007; Yang et al., 2000).
Pravé z téchto dlvodl je vhodné ne-li nezbytné tyto bunécné struktury sledovat
a vyhodnocovat je vhodnymi prostiedky.

Pro pfesné hodnoceni parametr(i objektu v obraze je vhodné jeho hodnoceni ve vSech tfech
rozmérech (tedy 3D), toto hodnoceni s sebou pfindsi nesporné vyhody, na druhou stranu je
vice ¢asové, matematicky i technicky naroc¢néjsi. ZjednoduSeny model plosného hodnoceni
(2D) je pro pochopeni zakladnich vztahll a metodiky dostatecné, predevsim pro Uvodni faze
kolonizace (pro tenky biofilm).

Procesy tvorby biofilmu a procesy rlstu biofilmu na nosici jsou jednim z nejzasadnéjsich vliv({
pro pochopeni hodnoceni nasledného odpoutavani biomasy a k pochopeni spravnych procest
biodegradace vlbec. To podtrhuje nutnost presného popisu struktury a vyvoje biofilmu.
(Loosdrecht et al. 1995; Tijhuis et al. 1994a, Lewandowski and Beyenal, 2007). Lepsi
charakterizace vlastnosti biofilmu muUzZe tedy zlepSit porozuméni procesu a upresnit
kvantitativni popis systému. Pro kvantitativni popis narlstu biofilmu existuje jen omezené
mnozstvi parametrd, které jsou v soucasné dobé k dispozici. (Peyton 1996; Lewandowski and
Beyenal, 2007; Yang et al., 2000) Z téchto dlvod( se disertacni prace zabyva predevsim
hodnocenim biofilmovych struktur v ploSném meéfitku, u nichZ je cilem definovat parametry,
které pomohou k charakterizaci biofilmovych struktur a ddle odhali moznosti tvorby biofilmu
na dvou diametrdlné rGznych nosicich, resp. povrsich (plastovy komeréni nosi¢ AnoxKaldnes
a nanovlakenny nosic).

V ramci pfedzpracovani obrazu dochazi mimo jiné i k dalsi Upravé obrazu, a tou je komprese.
Komprese dat je zpracovani pocitacovych dat s cilem zmenseni jejich objemu pfi sou¢asném
zachovani informaci v datech obsazenych. Pro Upravu velikosti obrazu byla v Matlabu pouzita
funkce ,imresize” (funkce zmény velikosti obrazku). Urcujici interpolaci byla zvolena metoda
»hearest neighbor”, metoda ddva po castech konstantni interpolaci. Ackoli pfi tomto procesu
dochazi k ur¢itému zkresleni dat (obrazu), je mozné ztratu téchto dat tolerovat. Kompresi se
predevsim snizi ndroky na potiebné vypocetni zdroje (vykonnost procesoru, paméti aj.) a dojde
k vyraznému urychleni vypocetniho ¢asu pfi zpracovani komprimovanych obraza.

Jaky vliv mizZe mit komprese obrazu na jednotlivé parametry je ukdazano na vybranych grafech
nize. Komprese vyssi nez 80 % vyrazné ovliviiuje vypocet parametr(. 80 % komprese je v grafu
oznacena svislou dvojitou zelenou ¢arou. Ve vSech hodnocenych parametrech dochazi pro vice
nez 80 % kompresi (tj. v grafu vlevo od zelené linky) k velkému zkresleni dat nebo k jejich
oscilaci. Vysledkem prace byla volba daného rozliSeni obrazu (resp. dané komprese obrazu),
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které umozni urychleni vypocetniho Casu, ale zaroven stale nedojde k naruseni i zméné
mérenych charakteristik.

Originalni obraz

Obrazek 13 - Priklad identifikace bakteridlniho biofilmu pomoci navrzeného algoritmu v Matlabu

Originalni obraz Detekované objekty k analyze

LY

Obrazek 14 - Priklad identifikace bakterialniho biofilmu pomoci navrzeného algoritmu v Matlabu
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Obrazek 15 - Vliv komprese obrazu na hodnocené parametry obrazovou analyzou — Plosné zaplnéni, Porosita

Hlavnim vysledkem hodnoceni ploSnych biofilmovych struktur je potvrzeni vhodnosti
nanovlakenného nosi¢e pfi kolonizaci bakteridlni populaci. Nanovldakenny nosi¢ umozZnuje
bakteriim rychlou kolonizaci, predevsim v pocatecnich stavech kultivace. Kinetika rustu
parametru plosné zaplnéni je pfedevsim pro nanovldkenné struktury nékolikanasobné rychlejsi
oproti komerénim nosicidm. Kolonizace nanovlakennych povrchl probiha jiz béhem nékolika
hodin kultivace, pocty objektt jsou v prvni hodné po inokulaci v fadech nékolik stovek a dale jiz
klesaji, coz znaci tvorbu sekundarniho biofilmu (bez nutnosti zapracovani nosice, Upravy jeho
povrchu, primdarni biofilm na nanovlakennych strukturach nevznika).

Nanovldkenné struktury umoziuji zde upoutanému biofilmu ziskat jedinecné vlastnosti; biofilm
je vysoce homogenni s prevladajicim smérem rlstu podél nanovlaken; biofilm obsahuje cetné
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kanalky, které umoznuji efektivni transport Zivin a kysliku do vnitfnich struktur biofilmu
a nedochazi k diftzni limitaci (nebo jen velice minimalné); kolonie utvarené na nanovldkennych
strukturach jsou vysoce homogenni a okraje kolonii velice hladké, vysledkem je strukturné
pevny a odolny biofilm.
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Obrazek 16 — Obrazova analyza — Plosné zaplnéni, Pocet objektu
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Obrazek 17 — Obrazova analyza — Porosita objektd, Eulerovo Cislo
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Obrazek 18 — Obrazova analyza — Maximalni difuzni vzdalenost, Pocet difuznich objektt

Difuzni limitace u nanovlakennych struktur nastava jen minimdlné, navic pocet difuzné
limitujicich mist je na nosic¢i radové méné (obrdzek 18 vpravo). Obraz difuzivity pro oba typy
nosicl dokumentuje obrdzek 19 nize, kde zluté az ¢ervené plochy indikuji mista, kde s nejvyssi
pravdépodobnosti mizZe nastdvat difuzni limitace. Prostup kysliku a Zivin maze byt v téchto
mistech omezen nebo dokonce znemoznén, v disledku ¢ehoz mohou vznikat i anaerobni zény.
Obrazek nize potvrzuje, Ze na nanovlakenném nosici tyto plochy vnikaji jen malo nebo dokonce
vubec.

22



Ing. Lucie Kriklavova Autoreferat disertacni prdace 25.6.2013

HSV obraz Euklidovska difuzivita

. -

Euklidovska difuzivita

Obrazek 19 — Znazornéni méreni difuzivity vyjadreny jako obraz pro AnoxKaldnes a nanovlakenny nosic¢

Vysledkem hodnoceni texturnich parametr( je vcelku homogenni pokryvani nanovlakenného
nosiCe biofilmem, pro komercni nosi¢ AnoxKaldnes je pokryvani povrchu vice heterogenni, tj.
existuji mista, kterd jsou dobfe pokryvana, ale také existuji mista bez pokryvu. Vyssi energie
u biofilmovych struktur na nanovldkenném nosi¢i naznacuje skutecnost, Ze biofilm ma vice

homogenni strukturu. Parametry energie a homogenity jsou pro nanovlakenny nosi¢ vyssi, coz
naznacuje vyskyt mohutnéjsiho biofilmu (v porovnani s komerénim nosi¢cem AnoxKaldnes).
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Obrazek 20 — Obrazova analyza — Energie, Homogenita
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Obrazek 21 — Korelace ¢asového prubéhu nartstu biofilmu (pribéh kolonizace) a vyjadfeni susiny
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Cilem kapitoly korelace obrazového hodnoceni biofilmu se standardné uZivanou invazivni
metodou stanoveni susiny bylo ovéfeni souladu gravimetrického stanoveni suSiny
s neinvazivnim hodnocenim zaloZenym na vyvinuté metodice analyzy obrazu. Vysledek
potvrzuje cca 90% shodu vyvinuté metodiky analyzy obrazu s gravimetrickym hodnocenim.

Hlavnim vysledkem pfti zpracovani obrazu je potvrzeni nutnosti Upravy pozadi a jistych
objektl v obraze, jelikoZz snimaci aparatura nebude nikdy natolik ,,dokonala“, aby zabranila
vzniku téchto artefaktl. Hodnoceni komprese obrazu mélo za cil stanovit, jaky vliv ma
rozliSeni obrazu (resp. komprese origindlniho obrazu) na hodnocené parametry. Vysledkem
prace byla volba dané komprese obrazu, coz urychli vypocetni ¢as, pricemz stale nedojde
k naruseni ¢i zméné mérenych charakteristik. PFfi postupech segmentace obrazu bylo
zjisténo, Ze pro hodnoceni obrazu je nutné vyuziti HSV barevného prostoru (nedochazi
k vyhodnocovani nezadoucich sloZzek obrazu) a definovaného postupu zalozeného na rozdilu
sloZzek HSV obrazu.

Hlavnim zdvérem pfi hodnoceni plosnych biofilmovych struktur je potvrzeni vhodnosti
nanovlakenného nosice pfri kolonizaci bakteridlni populaci. Nanovldkenny nosi¢ umoznuje
bakteriim rychlou kolonizaci, predevSim v pocatecnich stavech imobilizace (kolonizace
nanovlakenného nosi¢e probiha jiz béhem nékolika hodin kultivace). Nanovldkenné
struktury umoznuji zde upoutanému biofilmu ziskat jedinecné vlastnosti; biofilm je vysoce
homogenni s prevladajicim smérem rlstu podél nanovldken; biofilm obsahuje cetné
kanalky, které umoznuji efektivni transport Zivin a kysliku do vnitfnich struktur biofilmu a
jen velice minimalné dochazi k difuzni limitaci; kolonie utvarené na nanovlakennych
strukturach jsou vysoce homogenni a okraje kolonii velice hladké, vysledkem je strukturné
pevny a odolny biofilm. Pfi hodnoceni texturnich parametrd bylo zjisténo, Ze nanovlakenny
nosic¢ je vcelku homogenné pokryvan biofilmem, kdezto pro komeréni nosi¢ AnoxKaldnes je
pokryvani povrchu vice heterogenni, tj. existuji mista, ktera jsou dobrfe pokryvana, ale
zaroven existuji mista bez pokryvu. Vyssi energie u biofilmovych struktur na nanovlakenném
nosi¢i naznacuje skutecnost, Ze biofilm ma vice homogenni strukturu. Parametry energie
a homogenity jsou pro nanovldakenny nosi¢ vyssi, coz naznacuje pritomnosti mohutné;jsiho
biofilmu (v porovnani s komerénim nosi¢em AnoxKaldnes).

Cilem disertacni prace bylo také ovéreni souladu gravimetrického stanoveni susSiny
s neinvazivnim hodnocenim zalozenym na vyvinuté metodice analyzy obrazu. Vysledek
potvrzuje cca 90% shodu vyvinuté metodiky analyzy obrazu s gravimetrickym hodnocenim.

Vsechny zde uvedené vysledky byly zaloZzeny na vlastnim méreni a provedeny byly autorem
disertacni prace.
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G ZAVER

V predkladdané disertacni praci byly predneseny vysledky v oblasti pouZiti nanovldken
(scaffoldového materidlu) jako podkladu pro bakteridlni biofilm. V ramci disertaéni prace byl
selektovan vhodny polymer (na zakladné testl kolonizace, stability nanovrstev, aj.). Dale byl
stanoven optimdlni pomér téchto nanovldken na podkladové niti (idedlni mira povrstveni).
Vysledkem prdce tak je navrh nité, kterd jiz spliuje vSechny kritické pozadavky na vyvoj
a vyrobu nanovldkenného nosi¢e biomasy pro redlné aplikace na COV. Z finalné uskupené nité
a na zakladé patentové reserSe byly navrieny, vytvoreny a otestovany fluidni a fixni nosice
biomasy. U téchto novych nosi¢l byly hodnoceny stéZejni charakteristiky jako bioaktivita,
toxicita, moznosti opétovné rekolonizace, moznosti tvorby mohutnéjsiho biofilmu, méreni
hustoty komplexu po narlstu biomasy a dalsi.

PFednost vyuZiti nanovlaken pro aplikace na COV je predeviim jejich vysoky mérny povrch;
bakteriim tato struktura umoznuje vysokou adhesivitu k povrchu, coz v disledku zjednodusuje
imobilizaci bakterii, zejména v Uvodnich fazich kolonizace (rychlejsi zapracovani nosice),
pfipadné béhem naroc¢nych havarijnich stavll (zkraceni potfebné doby regenerace systému).
Diky morfologii povrchu (velka pérovitost a malé rozméry poéru) je vysledna struktura biofilmu
vice stabilni, coZ navic zajistuje stabilni Ucinnosti biologického cisténi. Pfitomnost nanovldken
umoznuje imobilizovanym bakteriim ziskat vyssi resistenci vici okolnim podminkdam a dokonce
dochazi ke snizeni vlivu skokovych zmén v pribéhu Cinnosti reaktoru, naptiklad pfi extrémnich
narazovych stavech (vykyvy latkového zatizeni, teploty aj.), které nastavaji v rediné priimyslové
praxi producentd priimyslovych odpadnich vod velice ¢asto.

Mezi zdsadni vyhody nanovlakenného nosiCe patfi moZnost nastavovat densitu nosice dle
pozadavkd specifické aplikace (900 kg/m® az 1200 kg/m?); moZnost narGstani bakteridlniho
biofilmu nejen na povrchu vldkna, ale také blize k jeho stfedu (ochrana pred toxickymi vlivy
okolniho prostredi); efektivnéjsi degradace odpadnich vod bez oscilaci uéinnosti. Pochopitelné
stale existuje nékolik spornych otazek, jako dezintegrace nanovldken, toxicita na vySsi
organismy i dokonce bioakumulace vlaken v organismech, coz je nutné dale studovat.

Cilem disertacni prace byl také navrh programového prostfedku pro hodnoceni vazanych
mikroorganismu (biofilmu) pomoci analyzy mikroskopického obrazu. Vytvoren byl komplexni
automaticky kéd v programovém prostiedi Matlab, ktery velice dobfe kompenzuje nevyhody
manualniho hodnoceni. Primérny ¢as k vyhodnoceni jednoho obrazu automatickym kédem je
36 sekund (manualni hodnoceni ¢asto dosahuje i nékolika hodin). Vyhodnocena data jsou
vypsana do tabulkového editoru (vyuzivd se MS Excel, ale Ize nastavit i jinak), vystupni grafy
a obrdazky jsou exportovany ve formé ,JPG” obraz( do dané vystupni slozky. Diky obrazovému
hodnoceni Ize mimo jiné ziskat detailnéjsi informace o biofilmu a dale o mozZnostech jeho
vytvareni v zavislosti na podkladovém materiadlu a jeho vlastnostech (morfologie povrchu aj.).
Soucasné 2D hodnoceni je zcela postacujici predevsSim pfi hodnoceni pomalu rostoucich
bakteriadlnich populaci, pro tenké biofilmy nebo pro hodnoceni pocatecni faze kolonizace.
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Vyslednd korelace mezi obrazovym a gravimetrickym stanovenim biomasy (stanovenim susiny),
pro rané faze rustu biofilmu, dosahuje v priiméru 90 %.

Obrazova analyza dale prokazala, Ze pro nanovlakenny nosi¢ neni nutnd tvorba primarniho
biofiimu (jako je tomu u jinych nosi¢l dle La Motta 1980), ale pravé diky strukture
nanovldkenného pokryvu dochdzi ihned k procesu tvorby sekundarného biofilmu (permanentni
zachyceni). Diky cemuz je pocatecni i opakované zapracovani nosi¢e nékolikandsobné rychlejsi.
Obrazovym hodnocenim lIze ziskat napftiklad i kinetiku rlstu biofilmu v zavislosti na okolnich
podminkach (teplota, pH, salinita aj.). Moderni pristup za vyuziti analyzy obrazu umoznuje
nedestruktivni hodnoceni bakteridlniho biofilmu na libovolném podkladovém materialu, navic
je mozné odhalit dalsi skryté souvislosti v charakterizaci struktury biofilmu a v jeho tvorbé,
které mohou pomaoci pfi charakterizaci celého systému biologického cisténi.

Vyroba nanovldken byla provedena na fakulté textilni (KNT, TUL).

Puvodni vysledky disertaéni prace jsou predevsim:

- Vyvoj nanovlakenného nosice pro aplikace na Cistirnach odpadnich vod
o Doporuceni na nejvhodnéjsi material
o Doporuceni vhodné miry povrstveni nanovlakny
o Doporuceni nanovldkna dodatecné zpeviiovat za pomoci fixacniho vldkna
o Laboratorni ovéreni nité s nanovlakennym pokryvem
- Vyvoj 2D a 3D struktur (fixnich a fluidnich nosicli), které je mozné textilnimi postupy
zpracovavat v riznorodych variantach (rGzna velikost ok sité, rizna tloustka zakladni
nité, rtizny tvar nosice a;j.).
o Laboratorni ovéfeni nosic¢l na redlnych odpadnich vodach.
o Selekce vhodného typu nosice pro dané aplikace.
- Definice efektivnosti nanovlakennych nosicti pro dané aplikace
o Pocatecni zapracovani nanovlakenného nosice je rychlejsi.
o Nanovlakenny nosi¢ dosahuje v priméru ctyrikrat vyssi miry pokryti biofilmem
oproti komercnimu nosici (v prabéhu jednoho mésice).
o Nanovlakna jsou schopna udrzet i masivni vrstvy biofilmu, ktery mlze produkovat
rychle rostouci aktivovany kal.
o Nanovldkenny nosi¢ dosahuje primérné nizSich hodnot celkového zatiZeni
organického znecisténi na odtoku.

- Vyvoj metodiky hodnoceni rastu biomasy na podkladovém materialu, vcetné
charakterizace vznikajiciho bakterialniho biofilmu.

o Charakterizace biofilmu na nanovldkenném materidlu (potvrzeni jedine¢nych
vlastnosti zde vzniklého biofilmu — vysoka homogenita, ¢etné kanalky, minimalni
difazni limitace).

o Ovéreni souladu gravimetrického stanoveni susiny s neinvazivhim hodnocenim
zaloZzenym na vyvinuté metodice analyzy obrazu (90% shoda).
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IDoporuc“:enl’ na pokracovani prace vdaném tématu

JelikoZ soucasny stav problematiky stale nedovoluje optimalni a bezchybné hodnoceni Uniku
nanovldken z podlozni nité (dezintegrace nanovldken) bude tato spornd otdzka predmétem
dalSich studii a navazujicich méreni. Stejné tak v soucasné dobé neexistuje vhodna metodika
pro hodnoceni toxicity nanocastic na vyssi organismy (existuji velké problémy s agregaci
a sedimentaci ¢astic). Velké testovani nanovldkennych nosi¢d je pldnovano pro komunalni COV
(v predkladané disertacni praci byla pozornost vénovana pouze vodam primyslovym, vysoce
zatizenym). U komundlnich COV, bude cilem sledovani ulpivani aktivovaného kalu
k nanovldkennym strukturam a hodnoceni charakteristik takto vzniklého biofilmu (pfedevsim
aktivita biofilmu, hodnoceni difuzni limitace pro mohutnéjsi biofilm a potencidlni moznosti
zar(stani sité pleteniny, jelikoZ se bude jednat o rychle rostouci bakteridlni populaci).

Obrazova analyza vramci predklddané disertacni prace pfispéla k odhaleni dileZitych
souvislosti a novych aspektl inovativnich materialG. V obrazové analyze budou dale hodnoceny
a méreny parametry jako vliv stfiznych sil na morfologii povrchu biofilmu, vliv pH, vliv teploty,
salinity a dal3ich parametrd. Hodnoceni pomiie pfi ndvrhu biologickych reaktor COV.

Prezentovand metoda obrazové analyzy stale obnasi mnoha uskali. Optické hodnoceni biofilmu
plati jen pro tenké vrstvy biofilmu. Postupem casu, ptiblizné po dvou mésicich v zavislosti
na rychlosti rlistu mikroorganismu, neni vhodné tuto metodu pouZivat, protoze biofilm je jiz
velice mohutny a metoda jiz neni zcela validni, poté jsou ptihodné gravimetrické metody.
Moznosti jak postup ddle vylepsit je pouziti mikroskopu s moznosti méreni v ose ,z°
a to pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie (Lawrence et al., 1991). Jedna se o tzv.
hodnoceni biofilmu ve 3D rozméru, kde technika umoZniuje nedestruktivni zplsobem,
bezdotykové, dvourozmérné optické rfezy biofilmu a jeho trojrozmérnou rekonstrukci (Deeber
et al, 1994; Stoodley et al, 1994). VyuzZiti konfokalni mikroskopie bude naplni prace v dalSich

experimentech.

Vysledky z obrazové analyzy navic pomohou k vytvoreni vhodnéjsiho modelu rlstu biomasy
v bioreaktorech. Obrazovd analyza ddle ptispéje k vytvoreni matematickych model( predikce
adhezivniho chovani bunék k povrchu (na zdkladé Picioreanu et al., 1998; Lardon et al., 2002)
pfedevSim pro nové materidly, jako jsou scaffoldové podklady (vyuziti nanovldakennych
struktur) u nichZ standardni modely (dle Hermanowicz et al. 1995; de Beer et al.,, 1994)
selhdavaji nebo ne zcela odpovidaji soucasné literature.

Dalsi mozné vyuZiti potencidlu obrazové analyzy v laboratornich experimentech je planovano
pro experimenty: testovani stability nanovldken (barvenim nebo vyuZitim fluorescencni
mikroskopie); hodnoceni narusovani povrchu nosice mikroorganismy, velky potencial se také
skyta v hodnoceni dispergovanych mikroorganisma, resp. aktivovaného kalu, kde lze hodnotit
jeho morfologické a kompozi¢ni vlastnosti (zastoupeni EPS, pocet a struktura vldken a vlocek
aj.). Diky v&asné detekci vldknitych organism( na COV bude napfiklad moZné predchazet
nezadoucim staviim pénéni ¢i bytnéni kalu.
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