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Abstrakt

Prace se zabyva vyuzitim (elektro)magnetického pole a nanovlakennych nosi¢li biomasy
Vv biologickém hybridnim reaktoru. Hlavnim cilem je intenzifikovat bakterialni rtst a tvorbu biofilmu
na nanovlakennych nosi¢ich za pomoci magnetického pole. Vliv magnetického pole je sledovan
pomoci obrazové analyzy mikroskopickych snimkii nosice, pofizenych optickym a fluorescencnim
mikroskopem; méfenim koncentraci degradovanych substrati a stanovenim suSiny a proteind
bakterialni populace. Pro praci je vyuzita bakterie Rhodococcus erythropolis adaptovana na vyssi
koncentrace fenolu. Experimenty byly provozovany jako semikontinualni pritokové bioreaktory se
stejnym typem nanovlakenného nosic¢e, kde byly porovnavany reaktory s riznym typem magnetického

pole oproti kontrolnimu reaktoru, ktery nebyl vystaven magnetickym polim.

Klic¢ova slova: nanovldkenny nosi¢, magnetické pole, frekvence 50 Hz, biodegradace, fenol,

Rhodococcus erythropolis

Abstract

The thesis deals with the use of electromagnetic field and nanofibrous biomass carriers in the
biological hybrid reactor. The main goal is to intensify bacterial growth and biofilm formation on
nanofibrous media using a magnetic field. Magnetic effects are monitored by image analysis of images
taken with an optical and fluorescence microscope. By measuring the concentrations of degraded
substrates and determining the dry matter and proteins of the bacterial population. The Rhodococcus
erythropolis bacterium adapted to phenol is used for the work. The experiments were run as
semicontinuous flow bioreactors with the same type of nanofibrous carrier, where reactors with
different types of magnetic fields were compared against a control reactor not exposed to magnetic
fields.

Keywords: nanofibre carrier, magnetic field, frequency 50 Hz, biodegradation, phenol,

rhodococcus erythropolis
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Uvod
Diplomova prace se zabyva vlivem elektromagnetického pole na bakterii Rhodococcus Erythropolis
Vv biologickém hybridnim reaktoru. Bakterie je schopna degradovat a rozkladat fenol a vyuzit ho jako

jediny zdroj uhliku a energie, pii laboratorni teploté. Fenol patii mezi problematické polutanty

zivotniho prostredi.

Cilem prace je sledovani degradace fenolu bakterii Rhodococcus erythropolis, za ptitomnosti riznych
usporadani magnetického pole. Magnetické pole ovliviiuje bunéénou membranu a pfesun iontd skrze
ni. Pozadovany ucinek spociva ve zleps$eni degradace fenolu pomoci ovlivnénych bakterii a zkoumani
dlouhodobych ucinkti pole na bakterie. Cilem prace je také intenzifikovat schopnost bakterii

kolonizovat nanovlakenné nosice a tvorit na nich stabilni biofilm.

Tato prace pfimo navazuje na mou predchozi bakalafskou praci, kde jsem se zabyval obdobnou
otdzkou ohledné magnetického pole a jeho G¢inkll na tuto bakterii. Pfi studiu u¢inkid magnetického
pole v bakalaiské praci jsem zjistil, Ze nestacionarni pole ma vliv na bakterii a pii uréité frekvenci
a intenzit¢ ma vliv pozitivni a pfi jinych zase negativni. V diplomové praci pfimo navazuji na zjisténé
druhy magnetickych poli, se kterymi dale pracuji a rozvijim myS$lenku uziti statického magnetického
pole v hybridnim biologickém reaktoru. Pfedev§im jde o snahu zjednodusit model reaktoru a snizit

piipadné naroky na energii a zroven finanéni investice.
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1. Teoreticka ¢ast — vypracované odborné reSerse

1.1. Bakterie Rhodococcus Erythropolis

Bakterie rodu Rhodococcus 1ze najit v celém piirodnim prostiedi, naptiklad v pudé, hloubkovych
vrtech, povrchové vodé a moiskych sedimentech. Rod Rhodococcus byl popsan v roce 1891, ale
teprve nedavno doslo k rozsahlému pieorganizovani taxonomie celého rodu. Mnoho druhti bylo z rodu
Rhodococcus vytazeno, jiné k nému byly pfesunuty z ptibuznych rodd a dal$i zastupci byli nové
objeveni a popsani. Tyto razantni Upravy byly umoznény diky modernim taxonomickym metodam.
Klasické metody zatazeni druhl na zaklad¢ fyziologické podobnosti a chemického slozeni bunééné
stény byly doplnény metodami genetickymi, mezi které patii uréovani miry pfibuznosti na zakladé
podobnosti RNA, nebo stanoveni piibuznosti pomoci hybridizace DNA-DNA. Hlavnimi piedstaviteli
rodu jsou druhy R. equi, R. fascians, R. erythropolis, R. rhodnii, a R. rhodochrous [1]. V soucasné
dobé je popsano vice nez Gtyficet druhti rhodokokd. Spole¢nou charakteristikou tohoto rodu je

piitomnost mykolovych kyselin v bunééné sténé [1].

Bakterie rodu Rhodococcus jsou grampozitivni, nesporulujici, aerobni, nepohyblivé
a chemoorganotrofni organizmy. Vyznacuji se vysokou aktivitou enzymi [2] a mycelidlnim rastem,
Vv jehoz pozdni fazi dochazi k fragmentaci mycelia na tyCinkovité ¢i kokovité utvary [1]. Prosperuji
dobfe na standardnich laboratornich pidach, za pfedpokladu, Ze nejsou adaptovany na konkrétni typ
polutantu (naptiklad fenol). Bakterie adaptované na konkrétni typ polutantu (konkrétné napiiklad
fenol) neprosperuji na klasickych pidach, jako je agar. Pro kultivaci je potieba piidat do média nizkou
koncentraci pfislusného polutantu. Bunécnd sténa rhodokokd je slozena ze tifi vrstev, vnitini
peptydoglykanové, stfedni arabinogalaktanové a wvné€jsi lipidové. Peptydoglykan je slozeny
z Nacetylglukosaminu a N-glykolylmuramové kyseliny, D-alaninu, L-alaninu, D-glutamatu a kyseliny
meso-diaminopimelové [1]. B&zné nasycené a nenasycené mastné Kyseliny doprovazi kyselina
tuberkulostearova. Cukerné slozky stény tvoii D-arabindéza a D-galaktoza [1]. Fosfolipidy jsou
zastoupeny kardiolipinem, fosfatydylethanolaminem, fosfatidylinositolem a fosfatidylinositol

manosidem [1].

Rhodococcus erythropolis je biologicky Cinitel vyuzivany pii ¢isténi odpadnich vod a vyznamny je
diky rychlému ristu a velkému metabolickému potencialu [2]. Bakterie maji schopnost odbouravat
(degradovat) Sirokou S$kalu organickych polutantt, véetné obtizné odbouratelnych (napiiklad
aromatické uhlovodiky toluen, naftalen, anilin a fenol) [2]. Tato vlastnost je dana jejich pestrou
bunéénou fyziologii [2]. Dokaze prosperovat v prostiedi o teplotach v rozmezi 10 °C az 40 °C, vysoké
salinité (az 100 mS/cm) a pfitom disponuje vysokou ucinnosti biologické aktivity pfi ¢isténi odpadni

vody [3]. Tvori velmi dobfe stabilni biofilm, hlavné v prostiedi s extrémnimi podminkami, kde volna
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bakterialni suspenze usedne na témér jakykoliv pevny povrch a vytvori biofilm, ve kterém Iépe

odolava vné&jsim podminkam [3].

1.2. Mikrobialni biofilm

Mikroorganismy zijici pohromad¢ v hydratované extracelularni matrix, adherované na libovolném
povrchu, se nazyvaji biofilm [4]. Vyviji se téméf na vSech povrSich v prostiedi, vyjimkou jsou
prostiedi s velmi extrémnimi podminkami (teplota, pH, koncentrace polutantii atd.) a naopak velmi
dobie vznika na povrchu s vysokou poérovitosti. VéEtSinou jsou tvoreny rozmanitou $kalou bakterii;
rozsahla pritomnost mikrobidlnich biofilml v pfirod€¢ naznacuje, Ze existence v urcitém uskupeni je
vyhodna a kli€ova pro pieziti v extrémnim prostiedi [4]. Fyzikalni a chemicky charakter biofilmu je
to, co prispiva k rezistenci va¢i vnéj§im podminkam [4]. Vrstva stabilniho biofilmu je vétSinou

dostatecné silna pro pozorovani pouhym okem [4].

Obrazek 1 Priklady mikrobidlnich biofilmii, z leva biofilm na textilnim vidkné s nanovidkennym pokryvem [8],
uprostied biofilm na plastovém povrchu [8], na pravé strané priklad rostouciho biofilmu volné v prirodé na

kamenech [48]

1.2.1. Tvorba biofilmu

Bakterie v biofilmu vytvaieji vzajemnou agregaci mikrokolonie obklopené polysacharidovou, nebo
proteinovou substanci, kterou samy produkuji [5]. Extracelularni polysacharidova (proteinova)
substance tvoii pfiblizné 85 % objemu biofilmu a je protkana rozsahlou siti mikrokanalkt, které
zajist'uji proudéni vody, plynd, distribuci zivin a vyluGovani metaboliti [5]. Na rozdil od planktonnich
forem mikroorganizmi, nebo volnym suspendovanym bakteriim, maji bakterie rostouci v biofilmu
pozménéné fyziologické a fenotypové vlastnosti (odlisnou rychlost rstu, zmény v expresi gent),

snaze tak odolavaji vlivim prostiedi [5].
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Obrazek 2 Tvorba biofilmu. l.a — fyzikdlni adheze bakterii, 1.b — chemickad adheze (proteiny), II. —tvorba

extracelularni matrix, III. — uvoliiovini bunék do okoli a degradace extraceluldrni matrix [5]

Tvorba biofilmu je ovlivnéna mnoha faktory, které ptispivaji ke stabilité, nebo rozruseni extracelularni
matrix [48]. Pro prvotni pfichyceni bunék k povrchu, jsou dulezité jeji povrchové vlastnosti jako
pritomnost bi¢ikd, fimbrii (vlaknité vyrustky) a ptitomnost polysacharidi a bilkovin, které funguji
jako lepidlo, pomoci kterého butika ptilne k povrchu [48]. Prvotni vazba na povrch je indukovana
signaly z prostiedi jako je koncentrace Zivin, pH, teplota, koncentrace kysliku, salinita a koncentrace
polutanti [4]. Prvni faze tvorby biofilmu (adsorpce na povrch) trva pouze nékolik sekund
a napomabhaji ji bi¢iky, nebo fimbrie [4]. Tato faze je jesté vratna. V druhé fazi, ktera nastava pouze
nékolik minut po prvni, bakterie za¢nou s délenim a tvorbou jednovrstvé kolonie [4]. Déle dochazi
k produkci extracelularni polysacharidové substance (polysacharidy a enzymy) a samotné matrix, ve
které spolu buniky komunikuji pomoci chemickych signala [4]. Vytvofena extracelularni matrix drzi
buniky pohromadé a udrzuje jejich strukturu [4]. Z okraji vzniklého biofilmu se mohou uvolfiovat

planktonni (suspendované) buiiky, které nasledné mohou kolonizovat dalsi povrchy [4].

1.2.2. Latkova vyména v biofilmu

Biofilm je protkany vodnimi kandlky, jimiz proudi voda, ktera tak miize difundovat do vétSiny objemu
biofilmu. Voda diftzujici biofilmem proudi z vnéjSiho prostiedi skrze jeho povrch, ktery je tvotfen
mnozstvim kanalkl a pord a umoziiuje tak transport hmoty z prostiedi dovnitf, ven a uvnité samotného
biofilmu. Zakladnim mechanizmem je molekularni difiize a jeji rychlost zavisi na koncentraci
rozpusténych latek ve vode a jejich molekularni hmotnosti, obecné se rychlost diftize pohybuje okolo
40 — 80 % rychlosti diftize v Cisté vod¢. Tento mechanizmus umoziuje piistup bunék uvnitt biofilmu
ke kysliku, zivinam, zdroji uhliku (polutanty — fenol) a zarovenn odvadi nezadouci latky a odpady
zZ biofilmu ven. Matrice biofilmu je velmi heterogenni prostiedi z pohledu jeho struktury a reakcim,
které v ném probihaji. Sila biofilmu je dilezity parametr ovliviiujici transport latek uvnitt, v realnych
aplikaci biofilmovych reaktorGi miZze sila biofilmu snadno pfesdhnout 5 mm, coz zapfiCini, Ze

degradacnich a oxidickych procest se neticastni cela vrstva, ale jen ta, kterd je dostatecné penetrovana
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okysli¢enou vodou a rozpusténymi latkami. Obecné uvazovana tloustka aktivniho biofilmu se
pohybuje okolo 0,15 mm. Vysledna sila biofilmu je ovlivnéna mechanickym otérem v prostiedi
(rychlost proudéni kapalin a intenzitou aerace), samovolnym uvolfovanim planktonnich bunék
ze zralého biofilmu a latkovym zatizenim. Silny biofilm bude vice nachylny na mechanické vlivy

okoli a 1épe se odlupovat od povrchu a zaroven diftize bude probihat htife, neZ u tenké vrstvy [48].

1.3. Imobilizace biofilmu

Imobilizace bakterialni kultury je technika, pti které dojde k omezeni pohybu bunék, ale nezméni se
jejich metabolicka aktivita [7]. Imobilizaci se vytvoii biofilm a jeho bunky maji oproti
neimobilizovanym mnoho vyhod, napiiklad manipulace s imobilizovanymi buitkami je mnohem
snaz$i, Ize je lehce vyjmout z reaktoru a dale s nimi pracovat aniz by doslo k okamzitému poSkozeni.
Mikroorganismy lze imobilizaci prostoroveé lokalizovat a zvysit jejich odolnost vii¢i nepfiznivym
vngjsim podminkadm [7]. Pro imobilizaci bun¢k existuje n€kolik metod: adheze na povrch vhodného
nosice, zachyceni bunék do nosice, mikroenkapsulace a imobilizace bez Gcasti nosice, kdy se bunky
pievedou pomoci flokulace nebo zesiténi na agregaty s lepSimi sedimenta¢nimi vlastnostmi (vlocky)
[20]. Mikroenkapsulace znamena obklopeni n€kolika bunék tenkou, polopropustnou membranou, diky
¢emuz vznikne jakasi ,,vlo¢ka“ [20]. Vybér vhodné metody imobilizace zavisi na systému ¢isténi

odpadni vody [20].

Nosi¢ biofilmu nesmi snizovat biokatalytickou aktivitu bunék, reagovat se substratem, zivinami ani
s produkty, nesmi se rozpoustét a nejlépe by mél mit vysoky difuzni koeficient pro substrat, produkt
je rezistence vuci biodegradaci a nezavadnost pro Zivotni prostiedi [20]. Stavba a rist biofilmu zavisi
ha vlastnostech kolonizovaného povrchu, piedev§im na jeho pdrovitosti a rozmerech pord, ve kterych
dochazi k uchyceni buiiky [3]. Material s vysokou porovitosti ma vysoky mérny povrch, na kterém se
muze biofilm uchytit, tudiz celkova adheze biofilmu k povrchu je vy$si atim se zvysi jeho
mechanicka odolnost pfedev§im proti odlupovani, vlivem proudéni kapaliny okolo biofilmu (tzv.

stiizné sily) [3].

Obrdazek 3 Priklady imobilizovaného biofilmu na nanovldkenném nosici [8]
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1.3.1. Komeréni nosice biofilmu

Zakladni technologie komercnich biofilmovych nosic¢t vyuziva polymernich vyliska [9]. Povrchy
nosi¢l maji vhodny povrch pro rist organismi a tvorbu biofilmu [9]. Jedna z moznych technik
upoutavani bakterii na pohybujicim se nosiéi je znama pod zkratkou MBBR (Moving bed biofilm
reactors) [9]. Pohybujici se nosi¢ biofilmu v bioreaktoru je vyroben z malého drazkovaného materialu,
ktery ma velkou sty¢nou plochu pro uchyceni bakterii, coz ma za nasledek zvySeni koncentrace
bakterii [9]. Nazornym ptikladem komerénich nosi¢ti biofilmu jsou AnoxKaldnes (Veolia Water
Technologies), ActiveCell (Headworks International Inc) atd. [21].

Obrazek 4 AnoxKaldnes, komercni nosic biofilmu[11] Obrazek 5, ActiveCell komercni nosic¢ biofilmu [10]
1.4. Vyuziti nanotechnologie pri ¢iSténi odpadnich vod

Velmi castou metodou pfipravy nanostruktur pro aplikace v oblasti ¢iSténi odpadnich vod, je
elektrospinnig, ktery je jednoduchy, efektivni a levny zptisob vytvarejici ultrajemna vlakna s pouzitim
ruznych materiald (napi. polymert, keramiky nebo dokonce kovll). Strukturu a prostorové usporadani
nanovldken Ize snadno upravovat pro specifické aplikace. Ptikladem jsou nanovlakenné membrany
pfipravené z riznych polymert, které mohou odstranit mikronové ¢astice z vodné faze. Nanovladkna
Ize dotovat riznymi Casticemi (TiO2, Keramické materialy) které mohou zlepSovat filtracni a Cistici
vlastnosti. Dale mohou byt vyuzity jako platforma pro konstrukci 3D struktur jako jsou membranové
filtry, nebo nosi¢e biomasy. Nanovldkenné membrany jsou piedevSim zaméfené na vytvaieni

synergického efektu, nebo multifunkce membrany (samocistici efekty, antibakteridlni vlastnosti atd.)
[31].

Reaktory obsahujici systém s fixnim loZzem se Casto pouZzivaji pro zintenzivnéni biologického ¢isténi
odpadnich vod [36]. V téchto provoznich jednotkidch byla pouzita a testovana fada riiznych nosici
biofilml. Autofi prace zabyvajici se vyuzitim nosi¢li biomasy vyuZzivajici nanovlaken (JURECSKA,
Laura, at al. 2013) studovali ¢tyfi nosice, konkrétné ti typy polypropylenovych vldken a polyesterové
vlakno [36]. Vlakna se lisily pramérem (v rozmezi 58 pm, 56 pm, 33 pum a 22 pum) a povrchovym
napétim (65,6 mN/m, 50,0 mN/m, 40,4 mN/m a 37,0 mN/m). Pozorovany byly vlastnosti nosi¢e
Z hlediska kolonizace a chemické stability. Z jejich vysledkl vyplyva, Ze idealni nosi¢ s nejvyssim

obsahem biomasy byl vyroben z polypropylenovych vlaken, s primérem vlakna 33 pm a velmi dobry
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je inosi¢ z polyesterovych vlaken [36]. Vysledky ukazuji, Ze vysoky mérny povrch je pro rozvoj
biofilmu velmi dilezity. Podobna prace (FELFOLDI, Tamas, at al. 2014) zabyvajici se kolonizaci
nanovlakennych nosi¢li z polyesterovych a polypropylenovych vlaken potvrzuji piredesly vyzkum
(JURECSKA, Laura, at al. 2013). Kde také hral vyznamnou roli vysoky mérny povrch a jeho
poérovitost [37]. Jina studie (ZHAI, Siyuan, at al. 2017) se zabyva cisténim podzemni vody
0d dusiénanid a chromu; zde byl vyuzit nanovlakenny nosi¢ z polypropylenu; vyhodou nosice je jeho
velky mérny povrch a vysoka porovitost, diky ¢emuz je 1épe kolonizovan a vytvari se stabilni biofilm,

ktery je schopny degradovat polutanty a Cistit tak znecisténou vodu [38].

V ¢lanku (SARIOGLU, Omer Faruk, at al. 2017) se objevuji rozdily v bakteridlni imobilizaci
a bioremedia¢ni vykonnosti v zavislosti na morfologii a priméru vlaken polysulfonu [39]; vlakna byla
vyrobena s vyrovnanymi, nebo ndhodné orientovanymi morfologiemi nebo i jako vlakna s tenc¢imi
a hrub§imi priméry. Vldkna vykazujici nejvyssi bakteridlni imobilizaci (vybrané z Siroké skaly
vzorkll), byla pouzita jako nosna matrice pro testovani biodegradace methylenové modfi. Bylo
zjisténo, ze nahodné orientovana a ten¢i vlakna jsou optimalnim systémem pro bakterialni imobilizaci;

tato vlakna maji potencialni vyuZiti pfi sanaci zne€isténé vody [39].

Zajimavym pfistupem v oblasti ¢iSténi odpadnich vod, je vyroba nanovlidken z polyvinylalkoholu
(PVA) ve kterych je enkapsulovana bakterie Pseudomonas aeruginosa (SARIOGLU, Omer Faruk, at
al. 2017) a nasledné vyuziti k biologickému ¢isténi odpadni vody obsahujici methylenovou modt [35].
Bakterie nejenZe proces zvlaknéni pieziji, ale nasledné jsou schopné odstrafiovat polutant z vody.
Proces enkapsulace byl pozorovan pomoci SEM a nasledna viabilita bun¢k byla pozorovana pomoci
fluorescenéni mikroskopie pro potvrzeni zivych buncék. Celkové vysledky naznacuji, ze
elektrospinnigem vytvoirené nanovldkenné sité jsou vhodnymi platformami pro uchovéani Zzivych

bakterialnich bunék a mohou byt pouzity pfimo jako vychozi inokulum pro bioremediaci vodnich

systémt [35].

Na téma membran je mnoho publikaci, které uvadé€ji podobné informace, ptikladem je studie
(BJORGE, Decostere, et al. 2009), ktera se zabyva porovnavanim funkcionalizovanych membran
vytvorenych pomoci elektrospinningu z nanovladken, kdy vldkna wvytvorila homogenni vrstvu
(membranu). Porovnany byly membrany zachytavajici mikroorganizmy, membrany pro odstrafiovani
suspendovanych pevnych ¢astic z vody (fungujici jako mikrofiltracni jednotka) a ploché nanovlakenné
membrany jako alternativa pro obycejné ploché polymerni membrany (napiiklad membrany Kubota
pouzivané v membranovém bioreaktoru [51]). Mikrofiltratni membrany maji velikost pord mezi
0,1 a 10 um. Zavér studie je, Ze v ptfipadé funkcionalizovanych nanovldkennych membran, je Gi¢innost
odstrafiovani mikroorganizmii mnohem vys§i, nez u obyCejnych membran. To lze vysvétlit
skutecnosti, kdy transmembranovy tlak zplsobuje u obyCejnych membran rozsSifovani port

a mikroorganizmy tak mohou pfejit skrz membranu [32]. OvSem pii aplikaci v membranovém
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bioreaktoru vykazuji mnohem lepsi vlastnosti jiz uzivané komeréni membrany, nez nanovlakenné
membrany. Problém u nanovldkennych membran v bioreaktoru je zanaSeni mikroorganizmy a tudiz
snizovani pratoku v case [32]. Dalsi prace zabyvajici se vyuzitim nanovldken (HOLKAR,
Chandrakant at al. 2016) pii ¢isténi odpadnich vod z textilniho pramyslu, posuzuje vlastnosti
membranovych filtri z nanovlaken negativné z hlediska zanaseni mikroorganizmy [33]. To je
zpusobeno vysokou pérovitosti nanovlaken a jejich vysokym mérnym povrchem. Tyto vlastnosti jsou
idealni pro vyuziti v této praci, kde je pravé vyzadujeme. Prace pozitivn¢ ovSem hodnoti moznosti
funkcionalizace nanovlaken [33]. Dal$i mozné vyuziti nanovlakennych membran (DE LA CUEVA
BUENO, Patricia, at al. 2016) zkouseli pfi ¢isténi odpadni vody, ktera byla nasledné pouzita pro
zavlazovani poli [34]. Z vysledki jasné vyplyva, Ze filtra¢ni vlastnosti nanovlakennych membran jsou
vynikajici, pokud jde o odstranéni mikrocastic. Testované membrany byly schopny odstranit v§echny
mikroc¢astice a tim odpadni vodu velmi dobte precistit. Do precisténé vody stacilo pridat pouze vhodna

hnojiva a mohla byt pfimo pouzita na zavlazovani [34].

1.4.1. Nanovlikenné nosic¢e biofilmu
Nanovlakna jsou uzivana pro jejich vysoky mérny povrch, bakteriim to umoziuje vysokou adhezivitu
k povrchu nosi¢e, coz v diusledku zjednodusuje imobilizaci bakterii, zejména v tGvodnich fazich
kolonizace, pfipadné také béhem naro¢nych havarijnich stavii. Nanovlakenna technologie umoznuje
rychlejs$i zapracovani nosice a tim také zkraceni potfebné doby regenerace systému. Diky morfologii
povrchu (velka porovitost a malé rozméry pord) je vysledna struktura biofilmu vice stabilni, coz realné
zajiStuje stabilnéj$i biodegradaci. Biofilm na tomto nosi¢i ma vys$$i schopnost adaptace vuci
extrémnim podminkdm prostedi, a dokonce dochazi ke snizeni vlivu skokovych zmén podminek
v systému na stav biofilmu (jako extrémni teplota, salinita aj.)[49]. Nanovlakna a z nich pfipravené
nanotextilie predstavuji prudce se rozvijejici odvétvi materidlového primyslu, tyto kompozitni
materidly maji velky aktivni povrch pti nizké specifické hmotnosti a jsou velmi vhodné pro piipravu
modifikovanych nosi¢l ptirozenych biofilma cilené piipravenych pro specificky zneéisténé odpadni
vody, ale i pro intenzifikaci klasickych ¢istirenskych technologii. Konstrukce nosi¢u biomasy je zcela
zasadni pro dosazeni maximalni u¢innosti Cistirenskych procest, pfi¢emz kromé specidlniho tvaru jsou

dulezité materialové charakteristiky nosi¢t [26].
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Obrazek 6 Fluidni nanovlakenny nosic biofilmu, vyvinut Obrazek 7 Ramecky s nanovidkennou prizi,
na Technické univerzite v Liberci [8] vyvinuté na Technické univerzité v Liberci [8]

Vyvoj nanovlakennych nosi¢ probiha jiz nékolik let. Nosi¢ se sklada z jadrové piize, na kterou je
nanesena vrstva nanovldken. Prvni nosnd pfize byla z baviny, ale kvuli své vysoké nasakavosti
a tvarové nestalosti se brzy ukazala jako nevhodna. Nahradou se stala polypropylenova pfize, ktera se
diky své nizké denzité a vysoké stalosti ukdzala jako vhodné&j$i Jadrova piize je vyrobena

z polypropylenového vlakna Prolenvir CE (660 dtex, vzduchem tvarovany). [2, 5, 50]

V soucasnosti (2019) klastr Nanoprogress ve spolupraci se svymi ¢leny pracuje na vyvoji novych
nosi¢t biomasy, kterého se autor diplomové prace osobn¢ ucastni. V ramci toho projektu jde napiiklad
0 piipravu nanovlakennych vrstev/materiald, které jsou navinuty na nosnou, jadrovou pfizi. Jadrova
pfize je tvorena polyesterovym hedvabim 1200 dtex, na které je pfimo nanesena vrstva nanovlaken.
Nanovlakna jsou polyuretanova a technologii nandseni je AC elektrospinning. Zasadnim problémem
nanovlakennych materidli nanaSenych na podkladni vrstvy je jejich adheze a nasledna dezintegrace
vlivem okolniho prostfedi. V tomto pfipadé€ je pouzita celd fada na sob€ navazujicich metod, které
zvySuji adhezi a fixuji nanovldkna na nosnou jadrovou pfizi. Jednou z nich je i metoda chemické
fixace nanovlaken (autorem metody je autor DP), ktera zaroven stabilizuje nanovlakna, tudiz jsou
mechanicky velmi odolné proti otéru a jinym vn&j$im vlivim. Dodateéné ovijeni fixaéni niti (diky

zvysené odolnosti) tak jiZ neni za potiebi a proces vyroby se zjednodusuje.

Cilem téchto tprav je celkové zjednodusit a zlevnit pfipravu zakladniho materialu pro nosice biomasy,
kterym je jadrova piize s nanovlakennou vrstvou a zaroven zvysit jeji celkovou kvalitu. Kvalitni ptize
s nanovlakennou vrstvou dokadze vytvorit velmi stabilni a vhodné prostfedi pro rist bakterialni
biomasy, ktera je schopna se na nanovlakenném podkladu velmi snadno udrzet a prosperovat, coz ma
za nasledek zvySeni efektivity reaktoru a procesu odbouravani polutanti a jinych zneciSténi
Z odpadnich vod. Dalsim krokem je vyuziti téchto material pro fluidni, nebo fixované nosic¢e biomasy

v Cistirnach prumyslovych a méstskych odpadnich vod.
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1.5. Elektromagnetické pole
Pro popis elektromagnetického pole se zavadé&ji ¢tyfi zakladni vektorové veli¢iny (oznaceny tuéng)

[17].:

1. vektor intenzity elektrického poleE [V.m-1]

2. vektor magnetické indukce B [C.m-2]
3. vektor elektrické indukce D [Am-]
4. vektor intenzity magnetického pole H[T]

V klasické elektrodynamice jsou tyto vektory (spolu s dal§imi dvéma veli¢inami, proudovou hustotou j
elektrickych naboji a objemovou hustotou volného elektrického naboje p) vazany Maxwellovymi

rovnicemi, na nichz je zalozena cela stavba klasické teorie elektromagnetismu [17].

Maxwellovy rovnice [17].:

F = JB
ro = at
tH=j+ oD
ro =) ot
divD = p
divB=0
Kde [17].:
div=24 2,0
YT oy az

9y 0z'0z ox'dx dy

V materialovych prostiedich s definovanou permitivitou €, permeabilitou p a mérnou vodivosti ¢ plati

vztahy[17]:
D= ¢E
B
H= —
U
j= oE
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pricemz pro elektricky a magneticky izotropni materialy jsou veli¢iny €, p a ¢ skalary, pro materialy

anizotropni piedstavuji tenzory. Posledni vztah je Ohmuv zakon v diferencialnim tvaru [17].
Elektromagneticka pole je mozno podle jejich ¢asového priabéhu rozdélit na:
a) staticka
E ¢i B se s ¢asem neméni [15].
b) pulzni

Slozka (nebo slozky) vektoru elektrického a magnetického pole osciluje mezi nulovou

a urcitou hodnotou Emax nebo Bmax [15].
¢) sinusoidni
Vektory magnetického nebo elektrického pole se méni podle vztaht:
B = B,, coswt
E = E,, sinwt

kde Em, Bm, jsou amplitudy elektrického a magnetického pole (maximalni dosazené hodnoty
v celém cyklu), o = 2xf je uhlova frekvence. Velikost pole mtze byt charakterizovana pomoci
velikosti efektivnich hodnot indukci a intenzit (Bef, Eef,...), které odpovidaji stiedni hodnoté
poli v kazdé pulperiodé [15].

1.5.1. Nizkofrekvenéni elektromagneticka pole

Nizkofrekvenéni pole maji vinovou délku obecné dlouhou [15]. Piikladem pro 50 Hz je vlnova délka
6000 km a pro 500 Hz 600 km, coz je vyrazné vyssi délka, nez rozméry exponovanych objekta (pokud
jsou rozmeéry objektu pfiblizné stejné jako vinova délka zateni, dochazi k absorpci energie zateni)
[15]. Stejné tak jsou pole charakteristicka i velkou hloubkou praniku (pro 50 Hz je to 225 m) [15].
Nizkofrekvenéni pole pfenaseji minimum energie (energie kvanta E = h.f, h = 6,63.10* J.s?
Planckova konstanta, tedy E je fadové rovna ~ 10! J). Oproti energii tepelného $umu, jez se pohybuje
fadové v hodnotach kT (kde k = 1,38.10° J.K™* Boltzmannova konstanta, T absolutni teplota, a to je
pro laboratorni teploty ~ 10! J) je energie elektromagnetického kvanta zanedbatelna [17]. Podobné je
tomu i pfi srovnani s energii chemickych vazeb, jez se pohybuje v hodnotach jednoho elektronvoltu
~1,6.10™ J [17]. S Zivymi organismy interaguji nizkofrekvenéni pole neparové, to znamena, jako by
pusobilo magnetické a elektrické pole nezavisle na sobé&, kazdé zvlast [17]. Diky tomuto
charakteru nizkofrekvenénich poli a jejich nizkym energiim mtzeme u nich pouzivat nazvu elektricka

a magneticka pole [17].
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1.6. MozZnosti vyuziti magnetického pole v biologii

V literatute lze najit velké mnozstvi praci zabyvajicich se tematikou vlivu elektromagnetickych poli na
organismy. Prvni prace s touto tématikou byla publikovana jiz zacatkem minulého stoleti [47].
Elektromagneticka pole je mozné z hlediska posuzovani jejich bioefektt rozdélit nékolika zpusoby.
Jedna se bud’ o pole staticka, nebo pulzni. Pulzni pole jsou dale ¢lenéna podle jejich frekvence.
Nejcastéji zkoumanymi poli jsou (elektro)magnetické 50 Hz (v zamoifi 60 Hz) extrémné
nizkofrekvenéni pole. Dal§imi vyznamnymi poli jsou pole mikrovinna, a to pfi frekvencich (¢i v jejich
blizkosti): 900, 1800, 1900 MHz (jsou to frekvence, na kterych pracuji mobilni telefony druhé
generace). Dale se zkoumaji uéinky poli o frekvenci 2450 MHz jakozto prumyslové frekvence (tzn.
frekvence pouzivana napf. u mikrovinnych trub, vysousSecich peci apod.). V posledni dob¢ se vSak
zacinaji pouzivat i jiné frekvence v mikrovlnném pasmu, a to pro rozsifujici se wi-fi sit€, mobilni
telefony tieti generace a jina bezdratova zafizeni [15]. Pro tuto praci jsou nejvyznamnéjsi studie

Vv pasmu extrémné nizké frekvence pro magneticka pole.

Mikroorganismy patii k modelovym systémim pro zkoumani vliva vngjSiho prostiedi, tedy
i elektromagnetického pole. Studie s poli a riznymi bakteridlnimi kmeny, zejména Escherichia coli,
zaznamenali stimulaci rastu, inhibici i rist beze zmén. Jsou pozorovany rozdilné efekty, riznych typu

pouzitych elektromagnetickych poli a jejich intenzit na viabilitu Escherichia coli [22].

Zajem o vyuZiti elektromagnetického pole roste, protoze magnetické pole byly diive zahrnuty jako
Skodlivé pro lidské zdravi, ale nedavno také jako stimulujici pro biologické ¢isténi odpadnich vod
[23]. T ptes rozsahlou literaturu (Chen a Li, 2008, Ji a kol., 2010, Tomska a Wolny, 2008, Yavuz
A Celebi, 2000), stale chybi komplexni pohled tykajici se mechanizmti a biologickych uc¢inki pole
[23]. Magnetické pole miize zpusobit biologické zmény a jsou hodnoceny jako slabé (< 1 mT), stfedni
(I mT az1T),silné (1 az 5 T) a ultra silné (> 5 T). Magneticky tok na zemském povrchu je povazovan
za slaby, protoze se pohybuje od 0,03 mT do 0,06 mT [23]. V orientaci diamagnetickych
anizotropnich organickych molekul, jako jsou membranové lipidy, je vliv slabého pole pozorovan u
eukaryotickych modelovych systémil, a obecné byla zkouméana zména propustnosti membranovych
iontovych kanalti. V prokaryotickych systémech slabé pole ovlivnilo riist bakterii, ale vysledky ztstaly
netplné [23]. Pole o intenzité 450 mT inhibuje rast Escherichia coli a Pseudomonas putida béhem
expozice, ataké se inhibi¢ni ucinek zvySuje s teplotou. Pfi optimalni teploté (28 °C) je mezi

kontrolnimi vzorky a vzorKy, které byly vystaveny poli, zna¢ny rozdil v rustu a to az 50 % [23].

Utinky stiidavého pole s frekvenci 50 Hz ovliviiuji riizné enzymatické procesy, jako je snizeni sekrece
inzulinu, kterd je stimulovana glukézou. Razné typy bakterii jsou ovlivnény magnetickym polem
s frekvenci 50 Hz a intenzitou 10 mT, napiiklad gram-negativni Escherichia coli a Leclercia
adecarboxylata (ty¢inkové bakterie) dosahly piiblizné 60 — 70 % cisla KTJ ve srovnani s kontrolnim

vzorkem. Pro gram-pozitivni Paracocuccus denitrificans a Staphylococcus aureus (sférické bakterie)
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doslo pfiblizné k 20% snizeni poctu KTJ. Oba typy pouzitych bakteridlnich kmeni byly vystaveny
pusobeni pole po dobu 60 min [24].

Pouziti rtiznych typt magnetickych poli je novy technicky pfistup, ktery mtize byt pouzit pfi
biosyntéze bakterialni celulézy. Studie o vyuziti magnetického pole pro tuto problematiku vétSinou
pocitaly s vyuzitim stacionarniho pole, zatimco biotechnologicky slibnd myslenka pouzivat stfidavé
magnetické pole zistdvd neprozkoumana. Nicméné kvili odlisSnym charakterim statického
a stiidavého pole, lze oCekavat, Ze jejich ucinky na mikroorganismy a latky, které produkuji, budou
také odliSné. Ve studii Fijatkowski, et al. 2015, vyuzili stfidavé pole o intenzité 35 mT a frekvenci
50 Hz pti biologické syntéze bakterialni celulozy. Bakterialni kmen pro produkci celulézy byl
Gluconacetobacter xylinus a vlastnosti celuldzy, produkované touto bakterii pti aplikaci magnetického
pole byly nezménéné. Rist kmene, jeho Zivotaschopnost a schopnost syntetizovat celulézu byla

0 20 % vyssi, nez u bakterii, které nebyly vystaveny magnetickému poli [25].

1.7. Fenol
Vlastnosti:
OH

Molarni hmotnost 94,11 g/mol
Teplota tani 40,5 °C
Teplota varu 181,7 °C

Obrazek 8 Strukturni vzorec fenolu
Hustota 1,07 g/cm®
Rozpustnost ve vodé 8,3 g/100 ml (20 °C)

Fenol neboli kyselina karbolova, je jedovata bezbarva krystalickd pevna latka, sladkého dehtového
zapachu, ¢asto oznacovaného jako "viiné nemocnice" [26]. Chemicky vzorec fenolu je C¢HsOH a jeho
molekula obsahuje hydroxylovou funkéni skupinu (-OH) vdzanou ha benzenové jadro, jde tedy

0 aromatickou slou¢eninu [26].

Fenol se omezené rozpousti ve vodé [26]. Za bézné teploty je voda s fenolem nemisitelna, oddéluji se
faze roztoku vody ve fenolu (t€z81) a roztoku fenolu ve vodé (Ieh¢i) [26]. Pii teplotach nad 68,8 °C je
fenol s vodou misitelny v kazdém poméru [26]. Molekula fenolu ma mirnou tendenci odstépovat iont
H* z hydroxylové skupiny, ¢imZ vznikd ve vodé& velmi rozpustny fenoxidovy (téZ fenolatovy) anion
CeHsO™ [26]. V porovnani s alifatickymi alkoholy je fenol mnohem kyselejsi, dokonce ve vodném

roztoku reaguje s NaOH za ztraty H, kdeZto alifatické alkoholy nikoli [26].
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Fenoly a jejich derivaty jsou Siroce rozsifené ptirodni latky, které jsou produkovany celou fadou
rostlin, zivoéichu, ale i ¢lovékem [26]. Pravé tyto piirozené derivaty fenolu zapfi¢inuji chut’ a barvu
mnohych pozivatin [26]. Fenoly pfipravené umélou cestou v tovarnach a jejich derivaty mohou mit
diky svym vlastnostem negativni vliv na Zivotni prostiedi [26]. Diky nizké tékavosti fenolu vétSina
kontaminace sméfuje do vody nebo pudy [26]. Nechlorované derivaty fenolu jsou v prostiedi
S dostacujicim provzdusnénim a pfistupem kysliku rozkladany mikroorganismy na neSkodné produkty
[26]. Pifi nedostatku vzduchu, napiiklad ve skladkach, sedimentech ¢i v podzemnich vodach, jsou

stabilnéj$i a neni jednoduché je odbourat, ¢i zpracovat [26].

Fenoly jsou toxické jak pro vodni ZivoCichy, tak i pro ostatni faunu obyvajici sous [26]. Velmi
vysokym rizikem pro organizmy jsou derivaty fenolu, hlavné tedy chlorfenoly, které jsou
bioakomulativni, vysoce stabilni a toxické [26]. Tyto derivaty mohou predstavovat vazna rizika
v zamotenych oblastech, i kdyZ nejsou prili$ tékavé [26]. V nékterych studiich se objevuji zpravy, ze
pary téchto derivati mohou vytvaret spolu s dal§imi polutanty Skodlivy pfizemni fotochemicky smog
[26]. Ten se vytvafi pii reakci par polutant spolu s UV zafenim, vznikaji zde i volné radikaly [26].
Tento smog ohrozuje zdravi obyvatelstva a zvifat, zeméd¢lské plodiny a i nékteré stavebni materialy,

které mize degradovat [26]. Kumulace v pudé€ je jen dal$i Spatnou vlastnosti, kterou tyto latky maji
[26].

1.8.  Degradace fenolu pomoci Rhodococcus erythropolis

Fenoly se daji odbourdvat jak chemicky, tak biologicky (S pomoci bakterii) [26]. Ov§em velice
efektivnim a ekonomicky vyhodnym feSenim pro jejich odstranéni je pravé vyuziti mikroorganismi
[26]. Schopnost nékterych mikroorganismi odbouravat, ¢i vyuZivat neobvyklé, Casto toxické,

substraty je dana piitomnosti pfislusnych metabolickych drah a enzymui [26].

Bakterie Rhodococcus erythropolis dokaze degradovat fenol, hydroxybenzoat, p-chlorfenol, anilin
a dalsi aromatické slouceniny [12]. Jeho rizné metabolické aktivity a nekteré jeho vlastnosti (napf.
odolnost vici toxickym latkam a tvorba biofilmu) jsou uzite¢né pro primyslové procesy [12]. Mnoho
kmend Rhodococcii ma schopnost degradovat riizné toxické slouceniny béhem jejich vyvoje, ale
rychlost a efektivnost odstranéni téchto latek je vétSinou nizka, protoze se u bakterii vyviji spiSe
adaptace pro dané Zivotni prostiedi, nez G¢innost degradace [12]. U¢innost degradace miize byt

zlepSena pomoci fyziologického ptizplsobeni, nebo pomoci genetického inzenyrstvi [12].

Tym Ljuby Zidkové (Institut Mikrobiologie, AS CR, Praha [12]) popsal cestu degradace fenolu
pomoci bakterie Rhodococcus erythropolis (viz obr. 9) [12]. Fenol hydroxylaza (PHH) katalyzuje
prvni aerobni katalyzu fenolu a ptedstavuje jeden z klicovych enzymut katabolické drahy degradace
fenolu pomoci Rhodococcus erythropolis [12]. Pro mnoho bakterii je PHH omezujicim enzymem pro

rychlost fenolové katalyzy jelikoz je hned na zacatku reakce a tudiz rychlost katalyzy zavisi na jeho
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koncentraci [12]. Maximalni G¢innost degradace je vzdy dosazena na konci exponencialni faze rastu

bakterialni kultury [12].

0
CoA CHj,
@/ pheA1A2 @ _cath_ CCOO _catB_ @OO el @OO’ Acetyl -CoA
C1,2D0 CoO~ McCI
OH X Ccoo”
Phenol Catechol Muconate Muconolactone 3-Oxoadipate
enol-lactone
COCoA
Succinyl-CoA

Obrazek 9 Degradacni Fada fenolu [12], enzymy katalyzujici jednotlivé reakce: pheA1A42 (PHH — phenol
hydroxylace), catA (C1,2DO — catechol 1,2- dioxygenase), catB (MCL — muconate cycloisomerase,) catC (MLI —

muconolactone isomerase)

1.9. Vliv prostredi na biodegradaci

Rast a metabolicka aktivita mikrobialnich organizm®i a jejich biodegradacnich schopnosti je
Vv pfirozeném prostifedi ovliviiovana celou fadou faktort [14]. Prostiedi, v kterém biodegradace
probihd je do zna¢né miry variabilni a to vlivem dynamiky probihajicich procest, které zpétné
ovliviiuji samotnou biodegradaci. Faktory prostfedi tak zna¢né ovliviji cely proces biodegradace

a mohou byt abiotické a biologické [14].

1.9.1. Abiotické faktory

Mezi abiotické faktory patii teplota prostiedi, ve kterém probih4 biodegradace, kdy za nizkych teplot
probiha velmi pomalu, ¢i viibec [14]. Pro fenol plati, Ze jeho biodegradace a vyuZzivani jako zdroje
uhliku probiha v Sirokém rozmezi teplot [14]. Nizka teplota ovliviiuje piedev§im fyzikalni stav a tim
jeho dostupnost pro bakterie spojenou s poklesem rychlosti biodegradace [14]. Pii vysSich teplotach
naopak miize dojit k nezddoucimu vytékani fenolu do okolni atmosféry, coz se projevi poklesem
koncentrace, ale zaroven vysoka teplota inhibuje bakterie [14]. Alkalita a acidita prostfedi hraje
vyznamnou roli pfi zpomalovani degradace [19]. Biodegradace sice probiha v Sirokém rozmezi pH 5 —
8, ale je zna¢né ovlivnéna [19]. Ke zménam pH prostiedi dochazi i pfi samotné biodegradaci,

vznikajicimi meziprodukty a produkty, kdy mtize dojit ke zpomaleni az zastaveni procesu [19].

Salinita snizuje rychlost biodegradace zvlasté, pokud je velmi vysoka v tadech mS/cm, ve velmi
zasolenych prostiedich muze dochazet az k inhibici bakterii a zastaveni procesu [19]. Vysoka salinita
rovnéz nepiiznive ovliviluje rozpustnost kysliku ve vod€, kdy s rostouci salinitou klesa rozpustnost

kysliku [19].
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Vsechny abiotické faktory mohou limitovat biodegradaci polutantd, jejich ovliviiovani a optimalizace
Vv pribéhu procesu je zna¢né naro¢na a nakladna [19]. Pfi biodegradaénich procesech je velmi dilezité
sledovani hodnot limitujicich abiotickych faktorti, coz umoziuje pfipadné odvraceni ¢i snizeni

nepfiznivych abiotickych podminek a perzistenci polutantt [19].

1.9.2. Biologické faktory

K rtstu bakterii jsou vyzadovany vedle zdroje uhliku a energie, také jiné prvky a akceptory elektront
[19]. Akceptorem vodiku a elektronli pro aerobni mikroorganizmy je kyslik, akceptorem vodiku a
elektronll pro anaerobni zptisob oxidace organického polutantu muze byt nitrat, sulfat, CO,, zelezité

ionty nebo organické slouceniny [19].

Nékteré bakterie vyzaduji mimoto specifické rlstové faktory, zejména aminokyseliny, vitaminy
skupiny B, vitaminy rozpustné v tucich nebo jiné organické molekuly [19]. Nedostatek téchto latek
Vv prostiedi brani ristu mikroorganizmi a snizuje rychlost biodegradace organické uhlikaté latky [19].
Rust mikroorganizmti musi byt ¢asto stimulovan pfidavkem anorganickych slouc¢enin dusiku a fosforu
zejména v prostfedich, kde je téchto prvki nedostatek (odpadni nebo spodni voda) [19]. Jako zdroj
dusiku a fosforu mohou byt vyuzivany i slozky samotného organického polutantu [19]. Dynamika
mnozeni a odumirani bunék, jejich konzumace predatory a parazity, vede za ptirozenych podminek ke
kolob&hu téchto latek v prostfedi a sméfuje k navozeni rovnovahy vedouci k cilené degradaci

polutantu [19].
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2. Cile prace

Cilem prace je hodnoceni ucinkd magnetického pole na biologické Cinitele (bakterie Rhodococcus
erythropolis) poutané k nanovlakennym sitim (povrchiim). V soucasné dob¢€ je znamo, Ze magnetické
pole ovliviyje biologicky material, na ktery plisobi. OvSem stale neni zcela jasné, jaky ma magnetické
pole vliv na mikroorganismy, vyuzivané pti c¢isténi odpadnich vod a jakou roli zde mohou hrat
nanovlakenné struktury (zda budou zastavat funkci ochrannou, podplirnou, nebo naopak a v jaké
mife). Cilem prace bude urcit vliv stimulace magnetickym polem (vyuZzito bude nékolik variant mag.
pole) na biologickou rozlozitelnost fenolu v piitomnosti bakterialni populace Rhodococcus

erythropolis za podpory nanovlakenného nosice.
Ptinosy diplomové prace budou dva:

(1) potvrzeni ¢i vyvraceni mysSlenky pouzitelnosti magnetického pole jako stimulantu pfi

aplikacich ¢isténi odpadnich vod;

(2) zhodnoceni nanovlakennych struktur jako nosic¢t biomasy v zavislosti na okolnich podminkach

(pfedevsim vliv magnetického pole apod.).
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3. Materialy a metody

Veskeré prace a méfeni jsem provadél sam, ¢i pod dohledem vedouciho prace. U ¢innosti, které jsem

sam neprovadél, jsou fadné popsani spoluautofi.

3.1. Materialy

3.1.1. Bakterie

V této diplomové praci byly pouzivany bakterie, které jsou schopny pfirozené vytvaret biofilm a které
jsou selektovany tak, Zze jejich aktivita degradovat Siroké spektrum polutantl je maximalni.
Rhodococcus erythropolis, piesnéji kmen CCM 2595 IN byl selektovana na Vysoké $kole chemicko-
technologické v Praze, Ustav biotechnologie (ptvodné Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi)
a adaptovan na fenol. Pouzita bakterialni kultura byla mezi experimenty skladovana ve vodné suspenzi

v lednici.

3.1.2. Pouzité chemikalie

Fenol (Penta); Chlorid amonny (Penta); Hydrogenfosfore¢nan didraselny (Penta); Hydroxid sodny
(Penta). Lowryho ¢inidlo 1 (1 1 destilované vody, 5,72 g hydroxid sodny, 28,62 g uhli¢itan sodny
bezvodny); Lowryho ¢inidlo 2 (1 1 destilované vody, 14,22 g siran médnaty pentahydrat); Lowryho
¢inidlo 3 (1 1 destilované vody, 28,52 ¢ vinan draselno-sodny tetrahydrat); Folin-Ciocaulteuovo

¢inidlo 2N (smichané s destilovanou vodou v poméru 1:1)

3.1.3. Pouzity material / zarizeni

Silikonové hadicky (vnitini/vngj$i pramér): 2/4 mm a 4/6 mm; Sklenény sedimentacni kuzel objemu
11; Sklenéna kadinka objemu 5 | s pfepadem na objemu 3 | (reaktor); Peristaltické Cerpadlo Watson
Marlow 323; Hlavy na peristaltické ¢erpadlo, jedno kanalova a péti kanalova; Membranové dmychalo
AirMac DB60; Soustava laboratornich drzakti a piichytek a stojankli; Aeracni ploché kameny
s prumérem 10 cm; Alobal (pro oddéleni reaktorti a ochrany okoli pied znecisténim); Vialky objem
15 ml.

3.1.4. Nanovlakenny nosic¢

Zakladni vlakno je polypropylen Prolenvir CE (660 dtex, tvarovany vzduchem), povlak se sklada
z polyuretanovych nanovlaken Larithane 1083 (150 dtex, metoda electrospinning, primér nanovlaken
je cca. 260 nm), vSe je dvojité obtoceno ochrannym polyetylenovym vlaknem (167 dtex, chrani vaci
tieni pii zpracovani a pfi naslednych aplikacich proti dezintegraci nanovlaken). Specificky povrch
vysledného utvaru (viz obr. 10 a 11) s polyuretanovymi nanovlakny s hodnotou 50 dtex ma pro dany

navrh konstrukéniho feSeni pro fixni loze az tisice m*¥m?3 Vyslednou pfizi je mozno zpracovéavat
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textilnimi technologiemi ve formé sférickych smotkti (pro pouziti ve fluidnim lozi) nebo ve formé
plosnych utvarl (technologie proplétani s vloZzenym ttkem, pro pouziti ve fixnim lozi) [49]. Jadrovou
pfizi s nanovlakennou vrstvou a fixacnim ovinem, pfipravil Ing. Filip Sanetrnik. Nasledné prace

S prizi, pfiprava nosici, jsem provadél samostatné.

Ptize byly namotany a tim také fixovany na nerezové ramecky o rozmérech 10 cm x 10 cm (viz
Obrazek 7 Ramecky s nanovlakennou ptizi, vyvinuté na Technické univerzité v Liberci [8]). Ptizi je
ramecek obepnut dokola (kolmo ke strané, jenz drzi pfisluSnou nit’) a na jedné strané spojen uzlem,
takto jsou piize uvazany v celé ploSe rame¢ku a zaroven jsou piize uvazany i v kolmém sméru, tudiz
cela struktura tvori sit’, ve které je distanc mezi pfizemi vzdy 1 cm. Ramecky lze spojovat do blok,
ve kterych jsou jednotlivé ramecky oddé€leny distancni trubickou dlouhou cca 15 mm. Celkové
rozméry bloku (nosi¢e biomasy) je zhruba 100 mm x 100 mm x 105 mm, se svym objemem cca 1 1, je
plnéni v reaktoru 22,22 % objemu. Vysledny blok je ponoien celym svym objemem do reaktoru a diky

znaéné vaze nerezovych ramecku se drzi u dna. Celkova délka ptize je 22,4 m [49].

7 P
{ 4 4
SEM MAG: 500 x 1 L VEGA3 TESCAN|

WD: 13.81 mm Det: SE 100 pm
View field: 554 ym  Date(midly): 04/25/17 FT TUL Liberec View field: 554 ym  Date(m/dly): 04/25/17 FT TUL Liberec

Obrazek 10 Ramecky Obrazek 11 Prize s PU nanovldakny, Obrazek 12 Prize s PU nanovidkny
S nanovldkennou prizi, vyvinuté na SEM 500x zvétsené[8] 2, SEM 500x zvétsené[ 8]

Technické univerzité v Liberci [8]

3.1.5. Modelovy zasobni roztok

Modelovy zasobni roztok byl vyuZivan pro zasobeni (natok) laboratorniho modelu (reaktori), zdrojem
uhliku v podobé fenolu a zivinami (makronutrieny chlorid amonny a hydrogenfosfore¢nan didraselny).
Objem zasobniho roztoku je vzdy 5 1, koncentrace fenolu se upravovala podle faze méfeni
a pohybovala se v rozmezi 3 — 14 g¢/l, v zavislosti na koncentraci fenolu se upravovala i koncentrace
chloridu amonného v rozpéti 1 — 2 g/l a hydrogen fosfore¢nanu didraselného v rozpéti 0,3 — 0,6 g/l.
Hodnota pH zasobniho roztoku byla upravena v rozmezi pH 8 — 9, dle zvySovani koncentrace fenolu.

Kontrola pH zasobniho roztoku pomohla stabilizovat pH v reaktorech a minimalizovala nezadouci
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vykyvy pH, které maji zna¢ny vliv na bakterialni populaci. Diky této kontrole nemuselo dochazet

k ¢asté regulaci pH v reaktoru, vn&jsim zasahem obsluhy.
3.2. Metody

Veskeré prace a méieni jsem provadél sam, ¢i pod dohledem vedouciho prace. U ¢innosti, které jsem

sam neprovadél, jsou fadné popsani spoluautofi.
3.2.1. Kyvetové testy

CHSK
Metoda je zaloZena na oxidaci organickych latek obsazenych ve vzorku vody dichromanem draselnym

v silné kyselém prostiedi kyseliny sirové pii dvouhodinovém varu. Oxidace organickych latek je
katalyzovana stfibrnymi ionty a probiha v nadbytku dichromanu. Pro maskovani chloridi, které by
byly za podminek stanoveni oxidovany na Cl, a zplsobovaly by pfi stanoveni CHSKcr pozitivni
chybu, se pridava siran rtutnaty. Koncentrace chromitého iontu (vzniklého redukeci z dichromanu
draselného, ktera je imérna obsahu organickych latek ve vzorku vody) se stanovi metodou absorpéni
spektrofotometrie. Pro méfeni byly pouzity kyvetové testy LCK 414 (5 — 60 mg/l O2) od firmy Hach-
Lange a spektrofotometr DR-6000 firmy Hach-Lange. [13]

Fenoly
Pro méfeni byly pouzity kyvetové testy LCK 345 (0,05 — 5,0 mg/l) od firmy Hach-Lange

a spektrofotometr DR-6000 firmy Hach-Lange. Princip metody je zaloZen na reakci vzorku
S 4-nitroanilinem za vzniku Zzlutého komplexu. Zabarveni je vyhodnoceno spektrofotometrickym
stanovenim. Vzorek musi byt pied analyzou filtrovan pfes membranovy filtr (odstranéni ptipadného
zakalu), pH hodnoceného vzorku musi byt upraveno do rozmezi 2 — 10, teplota vzorku a ¢inidel musi

byt v rozmezi 15 — 25°C. [13]

Amonné ionty
Pro méfeni byly pouzity kyvetové testy LCK 304 (0,015 — 2,0 mg/l) od firmy Hach-Lange

a spektrofotometr DR-6000 firmy Hach-Lange. Amonny ion reaguje pii pH 12.6 s chlornanem

a salicylanem za katalyzy nitroprusidu na indofenolovou modf. [13]

3.2.2. Opticka mikroskopie

Snimky bakteridlnich biofilmii na nosi¢ich byly pofizeny digitdlnim systémem, ktery se skladal
z mikroskopu Olympus BXS51M, digitdlni jednooké zrcadlovky Olympus E-510 a pocitacového
softwaru QuickPHOTO MICRO 2.3. Jelikoz mikroskop disponuje velice malou hloubkou ostrosti,
bylo vyuzito komer¢niho softwaru QuickPHOTO MICRO 2.3 s ptidavnym modulem Deep Focus 3.1,

ktery vyuziva efektivniho algoritmu, jenz je schopen vytvaret snimky s extrémni hloubkou ostrosti,
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coz umoznuje ziskat jeden kompletné€ proostfeny snimek nosice. Jeden proostfeny snimek se mize
skladat az ze 70 jednotlivych fotografii (pocet fotografii na jeden snimek je zavisly na tloustce
snimaného objektu). RozliSeni snimanych obrazli bylo nastaveno na nejvyssi mozné, tj. 3648 x 2736
pixeltl (9.98 megapixell) a data byla ukladana ve formatu JPEG. Optické zvétSeni 50% (ptipadné
200x) byly vybrany tak, aby ze vzorkli mohly byt ziskany vSechny potiebné informace.

Hodnoceni biofilmu
Zvoleny byly snimky z optické mikroskopie s naslednou analyzou obrazu, diky ¢emuz je sledovan rist

bakterialni populace imobilizované na nosi¢i; hlavnim vyhodnocovanym parametrem byl zvolen
parametr ,,plosné zaplnéni nosice™. PloSné zaplnéni je jednoduse definovano jako pomér sledované
oblasti (biofilm) vzhledem k celkové plose (cely povrchu nosi¢e). Pii hodnoceni plosného zaplnéni je
Casto zanedbavan prostorovy efekt narGstu biofilmu, proto byl pro vypoéty vyvinut a pouzit
automatizovany hodnotici algoritmus, ktery dokdze vyhodnocovat ¢asovy vyvoj biofilmu véetné
prostorového narostu. Tento algoritmus vyvinula pani Ing. Lucie Svobodova Ph.D., ktera zaroven
vyhodnotila mnou potizené snimky z optického mikroskopu do formy zakladnich dat, které jsem

nasledné zpracoval pro dalsi vyhodnocovani a tvorbu grafii. [49]

Zvolenou metodou Upravy obrazu pro lepSi charakterizaci bakteridlniho biofilmu je pievod
originalniho obrazu do barevného prostoru HSV, kde je vyuzito jednotlivych vrstev HSV obrazu (Hue
= odstin, barva; Saturation = saturace, nasyceni; Value = hodnota). Pro selekci biofilmu v obraze je
vyuzito slozky S (Saturation). Saturace predstavuje mnozstvi Sedi vV poméru k odstinu, méfi se
v procentech od 0 % (Seda) do 100 % (plné syta barva). Hodnoty vyssi nez 40 % sytosti lze oznacit za
oblasti odpovidajici bakterialnimu biofilmu. Vysledny obraz, obsahujici jen separovany biofilm, je

vstupnim obrazem pro nasledné vypocty plosnych a texturnich parametri obrazu [49].

Obrazek 13 Origindlni fotografie nasnimaného Obrazek 14 Vyhodnoceny biofilm z HSV barevného

nosice prostoru

Pro uréeni imobilizovaného biofilmu byl vyuzit naprogramovany automatizovany kéd. Cerné zbarveni
Vv obraze odpovida pozadi, coz bylo zajisténo snimanim objektu v temném poli. Svétlé odstiny bilé az
Sedé odpovidaji povrchu nosice. Odstiny zluté az hnédé odpovidaji mikrobidlnimu biofilmu, kde

odstin je zplisoben pfirozenym zbarvenim biofilmu (zavislé na pouzité mikrobialni kultufe). Pomérem
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plochy biofilmu na podkladovém nosi¢i, bylo vypoéteno procentualni zaplnéni (obsazenost povrchu
nosice biofilmem), rostouci plocha biofilmu v ¢ase odpovida grafu kolonizace nanovlakenného nosice
[49].

Odbér vzorku byl proveden tak, ze se zramecku odstfihla pfize o délce 20 cm, tato se nasledné
namotala na mikroskopové sklicko a upevnila pomoci izolepy. Vzorek je nutné nechat mirné
zaschnout tak, aby se na snimcich neodrazelo svétlo od povrchu biofilmu. Na takto pfipraveném
vzorku bylo vybrano celkem Sest mist, které nejlépe charakterizovali dany vzorek, a byly vyfoceny.

Z fotografii byla provedena analyza obrazu a vysledné hodnoty jsou primérem téchto Sesti snimkd.

3.2.3. Hodnoceni bunécné zZivotaschopnosti

LIVE/DEAD BacLight™ kit se pouziva pro sledovani a hodnoceni Zivotaschopnosti populaci bakterii
a hodnoceni funkce membranové integrity bunék [40]. Buiiky s naru$enou membranou, které jsou
povaZovany za mrtvé nebo umirajici se zbarvi ¢ervené, zatimco bunky s neporusenou membranou se
zbarvi zelené. Vzorky byly hodnoceny pomoci fluorescen¢niho mikroskopu ZEISS Axio Imager.M2
s kamerou AxioCamlCcl, s fluorescencéni lampou Colibri.2. Nastaveni odpovidalo filtru 62 HE
B/G/HR, tj. vlnovym délkdm 365 nm, 470 nm a 590 nm. Fluorescenéni metoda LIVE/DEAD
BacLight™ kit byla pouzita jako metoda pro kontrolu a vyhodnoceni poméru Zivych a mrtvych
bakterii, vlivu zatéZe reaktoru vysokou koncentraci fenolu a stanoveni stavu bakteridlni kultury

v reaktoru.

Metoda hodnoceni byla vytvoiena dle (Lewandowski Z., 2007, Wu Q., 2008 a Gonzalez RC., 2007).
Z fotografii byl zjistén pocet zelené¢ zbarvenych bunék (Zivych) a Cervené zbarvenych bunék
(mrtvych), a to nejprve na zdkladé rozdéleni barevného obrazu do jednotlivych barevnych slozek
R(red)-G(green)-B(blue) (https://cs.wikipedia.org/wiki/RGB), a poté zvlast v kazdé separované vrstvé
RxGxB byl na zakladé vyuziti jednoduché funkce ,,bwboundaries* (funkce pro hledani vnitinich
kontur) spocten pocet objektd v dané vrstvé. Dale byla pouzita funkce ,,regionprops® pro ziskani
informaci o jednotlivych oblastech (objektech/buiikdch). Diky témto vypoctim zvlast’ v kazdé vrstve
RxGxB lze urcit pocet Cervenych/zelenych objektt (tj. vrstvu B(blue) lze zanedbat). (The Mathworks)
Finalné bylo vypocteno procentualni zastoupeni zivotaschopnych bunék (tj. kolik procent bunék bylo
zelenych z celkového poctu bungk). Celkovy pocet bunék = pocet zelenych bunck + pocet cervenych
bunék. Vyhodnoceni provedla pani Ing. Lucie Svobodova Ph.D. (vedouci prace), ktera pripravila
zakladni data z mnou porizenych snimkti z fluorescentniho mikroskopu, které jsem nasledné

zpracoval pro dalsi vyhodnocovani a ptipravu grafii. [49].

Odbér vzorku probihal vzdy zkazdého reaktoru zvlast. Pro meéfeni byla vyuzita standardni
mikroskopickd podlozni a kryci sklicka pro mikroskopovani. Pro hodnoceni upoutané bakterialni

biomasy pomoci metody Live/Dead byl vzdy odebran vzorek mokré ptize pfimo z reaktoru o délce
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3 cm. Pro hodnoceni bakterialni suspenze byl odebran Objem nefiltrovany vzorek pfimo z reaktoru
(5 w), dale k nému bylo piidano fluorescencni ¢inidlo 0 objemu 3 pl a nasledné byl vzorek piikryt
sklickem a ponechan ve tme po dobu 15 min. Dale byl vzorek vyhodnocovan na mikroskopu ZEISS

AXxio Imager.M2.

3.2.4. Méreni pH

Pro méfeni pH v prostiedi bioreaktori byla uzita kombinovana sklenéna elektroda WTW SenTix®.

3.2.5. Méreni mérné vodivosti — salinita

Pro métfeni mérné vodivosti v prostiedi bioreaktort byla uzita elektroda WTW TetraCon 325.

3.2.6. Méreni absorbance

Absorbance (opticka denzita) odrazi stav bakterialniho rustu v roztoku. Rychlost ristu bakterii a jejich
reakci na zmény v prostiedi 1ze pozorovat zakalenim roztoku. Stanoveni zakalu (mnoZzstvi bakterii)
bylo stanovovano pomoci spektrofotometru DR-6000 firmy Hach-Lange. Pti spektrofotometrii se méfi
mnozstvi absorbovaného svétla zakalenym roztokem. Méfeni koncentrace bakterii bylo provadéno
pfi vinové délce 420 nm oproti nulovacimu roztoku tvorenému destilovanou vodou, méfeni bylo

provadéno pomoci sklenéné kyvety o délce 1 cm.

3.2.7. Stanoveni proteint

Pro stanoveni proteinii byly pouzity Lowryho ¢inidla 1-3 (viz kapitola 3.1.2) a Folin-Ciocaulteuovo

¢inidlo. Lowryho ¢inidlo 0 pfipravime smichanim Lowryho ¢inidel 1,2 a 3 v poméru 100:1:1.
Postup pro stanoveni proteini z vlaken:

Do malé vialky o objemu 15 ml se odméii 10 cm vldkna, ptida 5 ml destilované vody, protiepe a vlozi
na 60 minut do ultrazvuku pfi teploté 60 °C. Po 60 minutach se vzorek vyjme z ultrazvuku, pfida se
k nému 7 ml Lowryho ¢inidla 0, promicha a necha inkubovat po dobu 10 minut. Nasledné se pfida
1 ml Folin-Ciocaulteuova ¢inidla a promicha. Vzorek se necha inkubovat po dobu 30 minut pii 25 °C.
Takto pfipraveny vzorek se méfi na spektrofotometru pii vinové délce 600 nm. Koncentrace proteint
mg/m nité se vypocita z absorbance pomoci rovnice:

_ (absorbance—0,0247)x10
0,0045

C

Postup pro stanoveni proteini z roztoku:

Do malé vialky o objemu 15 ml se pfida 5 ml roztoku (vzorku) a vlozi na 60 minut do ultrazvuku pii
teploté 60 °C. Po 60 minutich se vzorek vyjme z ultrazvuku, pfida se k nému 7 ml Lowryho ¢inidla 0,

promicha a necha inkubovat po dobu 10 minut. Nasledné se ptida 1 ml Folin-Ciocaulteuova ¢inidla
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a promicha. Vzorek se necha inkubovat po dobu 30 minut pfi 25 °C. Takto pfipraveny vzorek se méti

na spektrofotometru pii vinové délce 600 nm.

3.2.8. Stanoveni suSiny

Stanoveni suSiny spoc¢ivalo v odbéru 10 ml suspenze zreaktoru, ktera byla prefiltrovana pies
membranovy filtr s velikosti porti 0,45 um. Filtr byl pted filtraci prevaien v destilované vodé, poté byl
tiikrat proplachnut destilovanou vodou. Poté byl suSen pfi teploté 105 °C po dobu tii hodin. Takto
ptipraveny filtr byl zvazen na 4 desetinna mista a nasledné pouzit pro filtraci. Po piefiltrovani vzorku
(10 ml suspenze) byl filtr (a retentat) odebran a susen pfti teploté 105 °C po dobu tii hodin, po suseni
byl filtr ihned zvazen na stejné vaze. Ze ziskanych hodnot se vypocita jednoduchy rozdil hmotnosti
a vysledkem je hmotnost [g] suSiny na 10 ml suspenze. Vysledna hodnota se pfepocita na hmotnost

suSiny na jeden litr [g/1].

3.2.9. Meéreni intenzity magnetického pole

Pro méfeni magnetického pole byl vyuzit gaussmetr GM08 Hand Held Gaussmeter s automatickym
aruénim nastavenim pro méfeni intenzity magnetického pole s rozsahem 0 az 3 T. Gaussmetr je
kromé intenzity schopny urlit smér toku magnetického pole. Méfeni je zaloZeno na principu
feromagnetické sondy. Miniaturni elektricka civka s magneticky velmi mé¢kkym materialem malého
prifezu (pliSek) je napdjena proudem o kmitoctu 2 kHz. Z ddvodu nelinearni magnetické
charakteristiky se ve vinuti civky generuje indukované napéti, které je snimano fazové¢ citlivym
zesilovaCem. Amplituda signalu je pfimo umérna intenzité magnetického pole. Pfedpoklady sméru
toku magnetického pole a jeho intenzity (viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.) v kontaktoru byly

pomoci gausmetru ovéfeny a potvrzeny.
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4. Navrh a sestaveni biologického hybridniho reaktoru

s vyuzitim externich magnetickych poli

4.1.  Magnetické pole v modelu

Kontaktor s magnetickym polem, vyuzity v laboratornim modelu vznikl ve spolupraci Ing. Martina

Truhlafe, Ph.D. a Ing. Lucie Svobodové, Ph.D.

4.1.1. Navrh magnetického pole v kontaktorech

Generator nestacionarniho pole, ktery byl vyuzit pro generovani magnetického pole pro experimenty
v mé bakalarské praci, je velmi naro¢ny na elektrickou energii, coZ je pro realné aplikace nevhodné
a nekomer¢ni. Bylo tedy potieba najit zplisob jak simulovat toto pole, ale snizit energetické naroky.
Vhodnym feSenim je vyuziti permanentnich neodymovych magnetd s konkrétni intenzitou
magnetického pole. Piedpokladem je sestaveni magnetit do matice tak, aby se smer toku magnetického
pole mezi nimi ménil. Zvolili jsme seskupeni magnet do part, vzdalenych od sebe 2 cm az 4 cm, kde
byly magnety postaveny za sebou, smér toku magnetického pole byl stejnosmérny. Jednotlivé pary

byly umistény vedle sebe a smér toku magnetického pole jednotlivych pard byl oto¢en o 180°.
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Obrazek 15 Grafické zndzornéni magnetického pole v modelu a kontaktoru, na levé strané simulace

nestaciondrniho/stridavého pole, na prave strané simulace jednosmeérného/statickeho pole

Samoziejme¢ magnetické pole neni tipln€ rovnobezné a smér jeho toku je zna¢né ovliviiovan okolnimi

vvvvvv
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Z jednoduchého predpokladu sméru pole, na jehoz zakladé byl sestaven kontaktor, vyuZivany

Vv laboratornim modelu, viz nasledujici Obrazek 16. [17].

Pied samotnym sestavenim kontaktoru provedl Ing. Martin Truhlaf, Ph.D. simulace toki a intenzity
magnetickych poli v matici tvofené neodymovymi magnety. Pro simulaci byl vyuzit simulator
COMSOL. Simulace toki jsem nasledné doplnil o obrazovou ilustraci usporadani permanentnich

magnetll a sméru toku jejich magnetického pole.

A 009257

Magnety Al, A2

\
Magnety B1, B2

o
o

¥ 89046107

Obrazek 16 Simulace magnetického pole. (obrazek je tvoren simulaci magnetického pole a dokreslenou

ilustraci magnetit).

V obrazku jsou znazornény magnety pomoci Cerného obrysu se svétle Sedym a tmavé Sedym
vybarvenim, dale je znazornéna simulace toku magnetického pole pomoci ¢ervenych Sipek a jeho
intenzita pomoci barevné §kaly znazornéné na pravé strané s rozsahem 8,9046 x 10° T az 0,9925 T.
Smér toki magnetického pole magneti Al a A2 jsou stejnosmerné, B1 a B2 taktéz. Sméry toka
magnetického pole magneti Al, A2 a magnetd Bl, B2 jsou k sob&é otoCeny o 180° (znazornéno
cervenou Sipkou na horni stran€¢ magnetu). Ze simulace je zfejmé, Ze tok magnetického pole prechazi
nejen ve sméru toku pole magnetd z Al do A2 respektive z B2 do Bl, ale staci se také z A1 magnetu

do vedle leziciho magnetu Bl (respektive z B2 do A2). Negjsilngjsi intenzita magnetického pole je

pravé na rozhrani vedle sebe lezicich magnett.

Podle této simulace lze tvar toku magnetického pole mezi magnety vyuzit pro simulaci

nestacionarniho pole. Magnety se umisti na dvé rovnobézné kolejnice v parech tak, Ze magnety z paru
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budou lezet naproti sob¢, kazdy na jedné kolejnici. Mezi tyto kolejnice s magnety, se vlozi hadicka,
skrze nize bude Cerpan roztok s bakteriemi. Diky riznym smérim toku magnetického pole a rychlosti
proudéni roztoku, Ize simulovat nestacionarni magnetické pole s riznou frekvenci, ktera je dana praveé
rychlosti protékani roztoku hadickou. Magnetické pole v kontaktoru pak bude vypadat jak je uvedeno
na obrazku 17. V tomto obrazku je rozsifena simulace na Ctyfi pary magneti a pribéh magnetického
pole mezi nimi. Na obrazku jsou znazornény magnety pomoci ¢erného obrysu se svétle Sedym a tmaveé
Sedym vybarvenim, dale je znazornéna simulace toku magnetického pole pomoci Cervenych Sipek
a malych ¢ernych Sipek a jeho intenzita pomoci barevné skaly znazornéné na pravé strané s rozsahem
8,9046 x 10° T az 0,9925 T. Pfi navrhu kontaktoru, ktery bude simulovat nestacionarni magnetické
pole, jsme vychazeli pravé ztéchto simulaci a predpokladi chovani magnetického pole v okoli

permanentniho nedymového magnetu.

Obrazek 17 Simulace magnetického pole v kontaktoru. (obrdazek je tvoren simulaci magnetického pole

a dokreslenou ilustraci magnetii, barevnd §kdla s rozsahem od modré 8,9046 x 10° T aZ do cervené 0,9925 T).

4.1.2. Realizace magnetického pole v kontaktorech

Magnetické pole v kontaktoru je generovano pomoci soustavy permanentnich neodymovych magnett,
usporadanych do matice. Tyto magnety byly nalepeny na hlinikovou, respektive kovovou konstrukei.
Hlinikova konstrukce byla zvolena pro slabé magnetické pole do 50 mT, kovova konstrukce pak pro
silné neodymové magnety, které dokazaly vytvorit pole o intenzit¢ az 500 mT. Velikost jednoho
magnetu je 10 x 10 x 5 mm, Vv jedné tad¢ je jich 100 kust. Magnety jsou uspofadany do matice (viz
Obrazek 15) a tvori tak kolejnicové usporadani — kontaktor (viz Obrazek 18Chyba! Nenalezen zdroj
odkazi.). Kontaktor je tvofen dvéma kolejnicemi, délka kazdé kolejnice je 1 m a rozte¢ mezi

kolejnicemi je variabilni, ¢imz muze byt pfesné nastavovana intenzita magnetického pole mezi
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magnety (kolejemi). Uprostied kontaktoru je umisténa hadic¢ka s vnitinim primeérem 1,6 mm, kterou je
pumpovana bakterialni suspenze z reaktoru. Ménénim rychlosti pritoku je simulovana frekvence
zmeény magnetického pole (pro stfidavé kontaktory/pole), ¢im vys$si rychlost prutoku je, tim vyssi
frekvence zmény pole nastane. Samotny kontaktor sestrojil Ing. Martin Truhlat Ph.D. na zakladé
spoleéného navrhu, s findlnim sestavenim a instalaci jsem pomahal. Nasledné dal$i pouzivani a

provozovani bylo mou praci.

Kontaktory jsou pojmenovany:
SP 400 ... pro kovovy kontaktor s intenzitou magnetického pole 400 mT a sttidavym smérem pole.
SP 025 ... pro kontaktor se sttidavym smérem pole a intenzitou 25 mT

JP 025 ... pro kontaktor s jednosmérnym polem a intenzitou 25 mT

Rychlost prutoku bakterialni suspenze kontaktorem je vypocitana na 50 Hz, coz ¢ini 1 ml/s (vypocet
viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.). Pole mezi dvéma magnety v paru, kde je umisténa hadicka, je
homogenni, samoziejmé jeho intenzita klesa s kvadratem vzdalenosti, pole mezi jednotlivymi pary je

nehomogenni.

Obrazek 18 Kontaktory — kolejnice s magnety a jejich usporadanim, z vichu kovové kolejnice se silnym polem,

uprostred nestaciondrni/stiidavé pole a dole kolejnice s jednosmérnym polem

4.2. Laboratorni usporadani experimentu

Pratokovy kolejnicovy reaktor ma objem 4,5 |. 3,31 ptipada na samotny reaktor s nosi¢i biomasy
a 1,21 pripada na sedimentacni kuzel a kontaktor. Reaktor je neustale intenzivné michan pomoci
aerace. Pro zkoncentrovani pieCerpavané bakterialni suspenze (skrze kontaktor), byl do modelu
instalovan sedimentacni kuzel. Ten slouzil k sedimentaci suspendovanych bakterii, které pak byly ze
dna kuZele nasavany Cerpadlem a Cerpany skrz kontaktor zpét do reaktoru. Umisténi sedimenta¢niho
kuzele v modelu vychazelo z ptedpokladu, ze v ném dojde ke zklidnéni a za koncentrovani roztoku

ptitékajiciho z reaktoru piepadem.
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Diky sedimenta¢nimu kuzeli, ze kterého se odebira pomoci Cerpadla pouze koncentrovany sediment
bakterialni populace, je snizen objem roztoku, ktery se preerpava. Roztok ze sedimentacniho kuzele,
protéka hadickou (kontaktorem) o priméru 1,6 mm rychlosti 0,5 m/s zpét do reaktoru s nosi¢i. Doba

zdrzeni v kontaktoru je 2 vtefiny. Pritok Q je stanoven rovnici:

r? x|
t

Kde 7 je matematicka konstanta, r je polomér kontaktoru (hadi¢ky) v cm, 1 je délka kontaktoru v cm
at je ¢as vsekundach. Podle vypoctu je pratok 1 ml/s coz simuluje 50 Hz, neboli zménu vektoru
magnetického pole 50x za wvtefinu. JelikoZz je prutok kontaktorem vazan na prifez hadicky
a pozadovanou frekvenci, je pro precerpavani co nejvétsiho mnozstvi bakterialni populace vhodné jeji
za koncentrovani. Pfedpoklad je, ze zkoncentrovanim bakterialni populace dosahneme ovlivnéni
vétstho pocétu suspendovanych bakterii v reaktoru. Pramér hadi¢ky byl volen dle simulace
magnetického pole tak, aby v prifezu hadicky bylo pole co nejvice homogenni. Kdyz zvolime vétsi
pramér hadi¢ky, dosahneme sice vétsiho prutoku, ale magnetické pole uprostted hadicky bude slabsi,

nez na okrajich hadicky, které jsou magnetim nejblize.

Dale model obsahuje zasobnik se vstupnim roztokem fenolu a zivin (modelovou vodou), ktery je
umistén na magnetické michaéce a neustalym michanim homogenizovan. Natok je regulovan pomoci
peristaltického Cerpadla a nastaven na 450 ml za 24 h. Koncentrace zivin a fenolu byla postupné

zvySovana dle kapitoly 5.
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6) Reaktor

1) Natok zasobniho roztoku s fenolem a hnaci cerpadlo

2) Hnaci cerpadlo

Bodedoho-@ o

5) Sedimentaéni kuzel

3) Kontaktor s magnety

e

Obrazek 19 Nakres laboratorniho modelu
Popis nakresu laboratorniho modelu:

Nepopsané oranzové SipKy, umisténé podél c¢ar (symbolizujicich hadic¢ky), zna¢i smér toku média

uvnitt potrubi.
1) Natok zasobniho roztoku fenolu z barelu, ddvkovani je fizeno peristaltickym Cerpadlem.
2) Hnaci peristaltické ¢erpadlo, které Cerpa bakterialni suspenzi skrze kontaktor s magnety.

3) Kolejnicovy kontaktor s magnety simulujici stfidavé magnetické pole (pro SP 025, JP 025 a SP
400 jsou voleny rizné kontaktory s definovanymi vlastnostmi (viz. 4.1 Magnetické pole

v modelu).
4) Aerator (membranové dmychadlo) zasobujici reaktor vzduchem (5 I/min).
5) Sedimentacni kuzel, ze kterého je odebirana zkoncentrovana bakterialni suspenze.

6) Reaktor s nanovlakennymi nosici.
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Natok
zasobniho
roztoku

Hnaci |5 _ N 2 .
peristaltické | | : - \
Cerpadlo

Kontrolni
reaktor

Obrazek 20 Laboratorni model experimentu, reaktory s kolejnicovym kontaktorem

Testovani reaktorti s nosi¢em a bez nosi¢e nebylo potieba, jelikoZ bylo provadéno v jinych praci
provadénych v laboratofi biotechnologii, kde byla provadéna tato diplomova prace, a bylo zjisténo, ze
reaktory s nosic¢i jsou efektivnéj$i nez reaktory bez nosici, coz podporuji i jiné dostupné védecké
prace. Stézejni pro tuto praci bylo porovnat vliv magnetického pole na rust biofilmu, proto byla

pritomnost nosice v reaktoru nezbytna.

4.3. Navrh systému méreni

Veskeré prace a méteni jsem provadél sam, ¢i pod dohledem vedouciho prace. U €innosti, které jsem

sam neprovad¢l, jsou fadné popsani spoluautofi.

Pro sledovani a vyhodnocovani stavu reaktoru a vlivu magnetického pole na bakterialni populaci bylo
potfebné méfit rtizné parametry, jako napiiklad spottebu fenolu, ktery byl vyuzit jako hlavni zdroj
uhliku, chlorid amonny jako Ziviny, dale pH, vodivost (salinitu), absorbanci roztoku a dalsi. Aby bylo
mozné lépe posoudit a vyhodnotit vliv magnetického pole, byl zvolen postup sledovani reaktoru po
dobu 28 dni. V ramci experimentu byly méfeny nasledujici parametry S ¢asovym rozvrzenim dle
Tabulky 1.
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Tabulka 1 Mérené parametry

Den méreni |Mérené parametry

Pondéli Fenoly, Amonné ionty, CHSK, pH, Vodivost, Absorbance
Utery Fenoly, pH, Vodivost, Absorbance, Nitraty NO2 a NOs,
Streda Fenoly, pH, Vodivost, Absorbance, respirace-cela
. Kinetika-(5 boda pro: Fenol, pH, Vodivost, Absorbance), CHSK,
Ctvrtek . .
Amonné ionty, susina a ztrata zihanim z vody
Ptk Fenoly, pH, Vodivost, Absorbance, KTJ, Respirometr, zvySeni
ate

koncentrace natoku (odpoledne)

Dale pak bylo potieba odebirat vzorky nosi¢ti biomasy pro studium biofilmu a roztoku suspenze
z reaktoru. Vzorky byly vyuzity pro méfeni suSiny, koncentrace proteini, metodu Live-dead

a obrazovou analyzu biofilmu na nosiCi. Rozpis odebiranych vzorki je znazornén v nasledujici

tabulce.
Tabulka 2 Odbéry vzorkii
Odbéry piize — nosi¢t biomasy a suspenze (vody) z reaktoru
0. den
Den odbéru 2.den | 4.den | 7.den | 10.den | 14.den | 21.den | 28. den
pocatek

Pro potieby diplomové prace byly vyuzity pouze data z méfeni koncentrace fenolt,, amonnych iontd,
proteinti, pH, vodivosti, absorbance, susiny, metody Live-dead a obrazové analyzy biofilmu z nosica.
Dal3i méfené parametry a kinetika jsou vyuzity pro vyzkumné uéely laboratofe Biotechnologii (Ustav
pro nanomaterialy, pokro¢ilé technologie a inovace, Technickd Univerzita v Liberci), kde byly

experimenty a prace provadény.
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5. Vysledky provozu laboratorniho modelu a diskuze vlivu

magnetického pole na realné mikroorganismy

Veskeré prace a méfeni jsem provadél sam, ¢i pod dohledem vedouciho prace. U ¢innosti, které jsem

sam neprovadél, jsou fadné popsani spoluautofi.

Tento experiment navazuje na mou piedchozi bakalafskou praci a nasledny (s timto experimentem
téme&f totozny) experiment, ktery byl hlavné pilotni, kde bylo tkolem zjistit funk¢nost laboratorniho
modelu, chovani biofilmovych reaktorti a otestovat veskera zafizeni a méfeni. Podminky experimentu
byly téméf totozné s predchozim experimentem a byl jesté jednou zopakovan, vysledné hodnoceni
vychazi tedy ze tii opakovani. Jedinym rozdilem je, Ze oproti pilotnimu méfeni, pfibyl k dal§im méfeni
jesté reaktor SP 400, coz znamena biofilmovy reaktor s kontaktorem ve stfidavém magnetickém poli
0 intenzité 400 mT. Kontrola je reaktor bez magnetickych poli a obsahuje totozny nanovlakenny nosi¢
jako reaktory ostatni. Reaktor JP 025 je reaktor s kontaktorem s jednosmérnym magnetickym polem
0 intenzité 25 mT a reaktor SP 025 se stfidavym polem o intenzité 25 mT. Reaktory byly postupné
zatézovany zvySovanim koncentrace fenolu, pfi konstantni dobé zdrzeni 10 dni. VSechna namétena

data byla experimentalné potvrzena opakovanym méfenim.

5.1. Degradace fenolu

Jednim z hlavnich faktorti, pomoci kterych byl uréovan vliv magnetického pole na bakterialni populaci
(biofilm na nanovlakenném nosi¢i a suspendované bakterie v reaktoru) bylo sledovani biologické
rozlozitelnosti fenolu. Fenol je v celém experimentu pouzit jako jediny zdroj uhliku. Méfenim jeho
rozlozitelnosti a ndslednym porovnanim s zivotaschopnosti bakterialni populace, 1ze velmi dobie urcit

aktivitu bakteridlni populace.

Koncentrace fenoli byla méfena pomoci kyvetovych testi. Pribézné naméfend koncentrace fenold
v reaktorech byla po dobu 500 hodin naprosto minimalni (v grafu 1 znazornéno barevnymi liniemi)
a to 1 pii prubézném zvySovani koncentrace davkovaného fenolu (v grafu 1 zndzornéno jako sloupcovy
graf). Lze usoudit, Ze bakterialni populace byla aktivni a neméla problém zpracovavat fenol (zbytkovy
fenol v reaktoru je témét nulovy). Zména nastala az se zvySenim koncentrace davkovaného fenolu na
urovenn 900 mg/l. Pfi této koncentraci zacal mit kontrolni reaktor problém se zpracovanim a nastal
postupny nartst koncentrace nezpracovaného fenolu v reaktoru. Tento nartst je dan pfiblizenim
Kk limitni hranici zpracovani fenolu bakteriemi, ktera je okolo 1,0 g/l [26]. Pii dalsim zvySeni
davkovaného fenolu na 1400 mg/l prestal kontrolni reaktor odstranovat fenol a koncentrace
nezpracovaného fenolu dale nartistala az nad rozsah méteni. Po cca 100 hodindch zatizeni reaktorti
fenolem o koncentraci 1400 mg/l (tj. 700 hodina experimentu) skokové narostla koncentrace

nezpracované¢ho fenolu i u vzorku JP 025 a SP 400 ovSem v dal$im casovém intervalu zacala
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v

populace na nanovlakenném nosici (uvedeno dale). Obdobneé je tomu i u vzorku SP 025, u toho ovsem

doslo ke skokovému narustu o zhruba 50 hodin déle.

PrtibéZna koncentrace fenolu v reaktoru
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Graf 1 Pribéznd koncentrace fenolu v reaktoru
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Graf 2 Priibéh degradace fenolu

Z grafu 2 prubéhu degradace fenolu, kde je porovnan davkovany fenol s fenolem degradovanym je
dobfe vidét, ze kontrolni reaktor nebyl dostate¢né efektivni vzhledem K ostatnim reaktorim, efektivita
procesu a tedy i rychlost degradace byla mnohem nizsi. Zaporné hodnoty znamenaji, ze v reaktoru

zistava fenol misto toho aby byl zpracovan (akumuluje se). Tento vysledek dava najevo, Ze
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magnetické pole ma znacny vliv na bakterialni populaci, zvlast¢ pii vysokém zatizeni reaktoru

fenolem.

5.2. Vyvoj absorbance

Absorbance v priubéhu experimentu kopiruje rast vstupni koncentrace fenolu az do doby vyssiho
zatizeni reaktort (600 hodin), kdy dochazi ke zpomaleni rtstu. Pofate¢ni absorbance je u vSech
reaktori stejna a jeji hodnota byla 0,411. Na pocatku experimentu byl roztok bakterialni populace
namichan a homogenizovan a rozdélen do vSech reaktord stejné. Timto se dosahlo stejného mnozstvi

organizmi a stejného poc¢ate¢niho stavu.

Srovnani absorbance s koncentraci davkovaného fenolu
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Graf 3 Srovndni absorbance s koncentraci davkovaného fenolu

V prvni fazi experimentu dochazi k ristu predevsim suspendovanych bakterii. Pii vy$§im zatizeni ma
bakterialni populace tendenci usedat na povrch nanovldkennych nosict, kde vytvari biofilm. Narist
biofilmu je patrny jak z obrazové analyzy, tak z méfeni susiny a proteini viz kapitoly 515.5, 5.6 a 5.7.
V disledku  vysoké koncentrace fenolu dochazi k mirnému poklesu absorbance piredevSim
U kontrolniho reaktoru a reaktoru SP 400 v zavéru testu (700 hodin). Reaktor SP 025 nevykazoval
vyrazné zmény a udrzoval absorbanci od pocatku zvySeného zatiZzeni okolo hodnoty 2. Absorbance
u reaktoru JP 025 rostla konstantnim tempem a nedochdzelo zde k vyraznym zménam z ¢ehoz lze

vyvodit zavér, ze magnetické pole ma nepochybné pozitivni vliv.
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Graf 4 Srovndni absorbance a degradovaného fenolu
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5.3. Srovnani koncentrace amonnych ionti s koncentraci

fenolu

Jako zdroj dusiku byl vyuzit chlorid amonny v pfebytku. Se zvySujici se koncentraci davkovaného
fenolu se zvySovala i koncentrace davkovaného chloridu amonného, tak aby nemohlo dojit ke ztraté
zdroje dusiku. Nedostatecna koncentrace dusiku by méla za nasledek inhibici bakterialni populace
a ovlivnéni experimentu. Rostouci koncentrace amonnych iontd nameéfenych po 570 hodiné
experimentu v kontrolnim reaktoru, je zptsobena jednak jeho ptebytkem, ale hlavné tim, Ze prostiedi
s vysokou koncentraci fenoll inhibovalo rist bakterialni populace. Stale rostouci koncentrace fenolu
mela za nasledek hynuti bakterialni populace misto jejiho rlstu, kterym by se chlorid amonny
spotiebovaval. Obdobné zvySeni koncentrace amonnych iontd lze pozorovat i Vv ostatnich vzorcich,
ovsem az od 670 hodiny a dale. Mira zvySeni neni tak zna¢na a jde tedy spi$ o zvySeni disledkem

prebytku.

Srovnani koncentrace NH,Cl s koncentraci ddvkovaného fenolu
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Graf 5 Srovndni koncentrace NH4Cl s koncentract davkovaného fenolu

5.4. Sledovani hodnoty pH

Sledovani hodnoty pH je dulezité, protoze nadhlé, skokové zmény naruSuji optimalni podminky
biodegradace a inhibuji bakterialni populaci. V pribéhu biodegradace polutanta (fenolu) hodnota pH
vyrazné klesd, to je zfejmé¢ dano zménou oxidacniho stavu produktii biodegradacniho procesu
polutantu a dalSich zbylych latek viz 1.8 Degradace fenolu pomoci Rhodococcus erythropolis.
Z ptilozeného obrazku: Obrazek 9 Degrada¢ni fada fenolu [12], enzymy katalyzujici jednotlivé reakce:
pheAlA2 (PHH — phenol hydroxylace), catA (C1,2DO — catechol 1,2- dioxygenase), catB (MCL —
muconate cycloisomerase,) catC (MLI — muconolactone isomerase), je zietelné, ze né&které

meziprodukty biologického rozkladu jsou znacné kyselé. Klesajici tendence pH je vyraznéjsi s vy$sim
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latkovym zatizenim reaktoru. Cim vice polutantii je oxidovano, tim vétsi a rychlejsi jsou zmény pH.
Ve sledovaném modelu bylo ndhlym a kontinualnim zménam pH zamezeno tim, Ze byla upravena
hodnota pH zasobniho roztoku (natok), do oblasti zasadité, coz pH reaktoru do znacné miry
stabilizovalo v rozmezi 6 — 7,5. Bohuzel i tak dochazelo k vykyviim hodnoty pH a musela byt ruéné
vyrovnana pfiddnim roztoku hydroxidu sodného na pozadovanych pH 7.5. k vyraznym vykyvim
dochazelo predevsim pii zvySeni koncentrace fenolu v zasobnim roztoku, tedy zvysSenim latkového

zatizeni z natoku viz nasledujici grafy.
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Srovnani hodnoty pH s koncentraci davkovaného fenolu
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Graf 6 Srovndni pH s koncentraci fenolu
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5.5. Zivotaschopnost bakterialni populace v suspenzi

Metoda hodnoceni bunééné Zivotaschopnosti (Live/Dead) je dilezitym doplitkem hodnoceni aktivity
bakterialni populace. Diky této metodé jsme schopni urcit procentualni pomér zivych bakterii v celé
populaci. Méfeni susiny udava informaci pouze o celkové hmotnosti zivych i mrtvych bakterii

a nikoliv informaci o zivotaschopnosti (viabilit€) bunék.

Srovnani mnozstvi zivych suspendovanych bakterii v reaktoru ke
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Graf 7 Srovndni mnozZstvi Zivych suspendovanych bakterii v reaktoru ke kontrole

Na grafu 8 je zobrazeno procento zivych bakterii vztazenych ke kontrole, kdy kontrola v ¢asovém
prubéhu byla vzdy 100 % a k ni se piepocitavaly ostatni reaktory, respektive Zivé bakterie ve vzorku.
Z méfeni vyplyva, ze po 24 hodinach bylo v reaktoru SP 400 3x vice zivych bakterii z celku nez u
kontroly. CoZz naznacuje pozitivni vliv magnetického pole pro riist bakterii uz pti kratkodobé expozici.
V casovém useku se vSak mnozstvi zivych bakterii v reaktorech SP 025, SP 400 a JP 025 skokové
ménilo az do hodnoty, kdy v reaktorech bylo jen 30 % zivych bakterii oproti kontrole. To znamena, Ze
Vv kontrolnim reaktoru bylo o 70 % vice bakterii, které se podileli na degradaci fenolu. Jelikoz byl
fenol davkovan ve stejném mnozstvi pro vSechny reaktory a nasledné zcela spotiebovan, 1ze usoudit,
ze suspendované bakterie vystavené magnetickému poli jsou vice rezistentni vii¢i vysokym

koncentracim fenolu.
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Srovnani zivych suspendovanych bakterii ku degradovanému fenolu
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Graf 8 Srovnadni Zivych suspendovanych bakterii ku degradovanému fenolu

Tabulka 3 Hmotnost susiny suspendovanych bakterii v reaktorech

Casovy priibéh Susina [g/1]
[h] Kontrola JP 025 SP 025 SP 400
72 0,43 0,48 0,48 0,46
408 0,23 0,43 0,58 0,85
504 0,30 0,51 0,67 1,15
576 1,40 1,76 2,25 2,46
672 1,29 2,57 2,89 2,48

Tabulka zobrazuje hmotnost susiny suspendovanych bakterii v reaktoru. Graf 8 zobrazuje srovnani
zivych bakterii (z celkového mnozstvi reaktoru, v kazdém zvlast'), a degradovany fenol v reaktorech.
Z grafu a tabulky vyvoje suSiny (Stanoveno ze suspenze) je patrné, ze pii vysokém zatizeni
kontrolniho reaktoru fenolem, nestava znacny tthyn bakterialni populace v kontrolnim reaktoru, coz se
projevi ve snizeni mnozstvi degradovaného fenolu. Obdobny pribéh lze pozorovat i u reaktoru SP
400, kde je sice susina 2,48 g/l a pouze 38,65 % bakterii je zivych, ale degraduji stejné mnozstvi
fenolu jako kontrola. Reaktor JP 025 a SP 025 dokazali odolat zvySené¢ zat€zi mnohem lépe, kdy
z celkového mnozstvi bunek bylo 89 % respektive 83 % zivych a reaktor JP 025 dokonce
spotfebovaval témét vSechen davkovany fenol. V dalS$im pokraCovani experimentu reaktor kontrola
byl celkové neaktivni a koncentrace fenolu v reaktoru narostla nad hranici rozsahu méteni 3600 mg/I,
tudiz 1ze ptedpokladat celkovy uhyn. Ostatni reaktory dokazali zatézi odolat 1épe a reaktory SP 025
a SP 400 po 48 hodinové adaptaci na vyssi zatéz znovu zvysily aktivitu, viz graf 2, kap. 5.1 Degradace
fenolu.
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5.6. Vyvoj bakterialniho biofilmu na nanovlakenném nosici

Vyvoj bakterialniho biofilmu byl sledovan také pomoci metody hodnoceni bunécné Zivotaschopnosti
(Live/Dead) a méfenim koncentrace proteintl ziskanych z biofilmu na vlaknech. Pro méfeni pomoci
metody Live/Dead byl vzdy odebran vzorek mokré ptize piimo z reaktoru o délce 3 cm, ktery byl
zpracovan dle kapitoly 3.2.3 Metody hodnoceni bunééné Zzivotaschopnosti. Méfeni koncentrace
proteini bylo provadéno z piize o délce 10 cm a koncentrace byla stanovena dle kapitoly 3.2.7

Stanoveni proteintl.

Srovnani Zivého biofilmu na vlaknech v reaktoru ke kontrole
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Graf 9 Vyhodnoceni zivého biofilmu na vidknech v reaktoru ke kontrole

Pomér zivého biofilmu a jeho vyvoj kopiroval vyvoj suspendovanych bakterii. Podobné jako
u suspendovanych bakterii v reaktoru SP 400 doslo v prvni fazi ke zna¢nému ristu. Zjevné diky nizké
vstupni koncentraci fenolu, doslo k naslednému uhynuti rychle narostlého biofilmu a nasledné
stabilizaci ristu. Tuto skutecnost by bylo vhodné Iépe prozkoumat, jelikoz by se dala vyuzit pro rychlé
zapracovani nosici biomasy. Potencial vyuziti by tak byl zna¢ny, pfedevSim v prumyslu a pfi
odstraniovani nahlych krizovych stavii pii biologickém c¢isténi odpadnich vod (necekany nartst

koncentrace skodlivych latek nebo zvySeni objemu vstupnich vod).

Srovnani poméru Zivého biofilmu z celku a degradovaného fenolu dava informaci o reakci bakterialni
populace v biofilmu na prostiedi. Pfi porovnani s tabulkou koncentrace proteini nize, lze fici, Ze
reaktor SP 400 mél téméf konstantni riist po celou dobu testu (viz tabulka 2), ktery kopiroval zvySujici
se zatéZ reaktoru fenolem. Procento zivych bakterii v biofilmu ov§em nikdy nepiesahlo 50 % z celku,
ptesto reaktor snadno zpracovaval davkovany fenol, coz bude zasluhou predevs§im suspendovanych
bakterii, kde procento zivych bun€k bylo vysoké stejné€ jako jejich mnozstvi. Potvrzuje to i nasledna

reakce na zvySeni zatizeni fenolem, kterou je pokles zivé ¢asti biofilmu pod 20 %. Nahly pokles
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procentualniho zastoupeni zivé Casti biofilmu u reaktoru SP 025 a kontroly bude dan vhodnym
prostiedim v reaktoru, kdy bakterie nemély potfebu tvofit biofilm a =zistaly tak suspendované
v reaktoru. Postupny nardst je pak dan béZznym vyvojem biofilmu a pokles je reakci na zvyseni zatéze

reaktoru fenolem.
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Srovnani poméru Zivého biofilmu a degradovaného fenolu
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Graf 10 Srovndni poméru zivého biofilmu a degradovaného fenolu
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Velmi konstantnim rustem se projevil reaktor JP 025, kdy zpocatku doslo ke znaénému ristu, ale
nejspiSe diky nedostatecnému davkovani fenolu doslo mezi hodinou 72 — 168 ke ztraté biofilmu
a sniZzeni procenta zivych bakterii. S naslednym zvySovanim koncentrace davkovaného fenolu doslo
k rychlému nartstu biofilmu i s vysokym procentem zivych bakterii. Pfi limitnim zatizeni reaktort,
reagovaly reaktory kontrola a JP 025 snizenim zivé ¢asti biofilmu, ov§em reaktory se stiidavym polem

SP 025 a SP 400 reagovaly zvySenim.

Obecné z vysledkt vyplyva velmi pruzna reakce biofilmil z hlediska procentualniho zastoupeni zivych
bakterii u reaktorti kontrola a SP 025, stabiln&j$i prubéh u reaktoru SP 400, naopak velmi stalym
vyvojem u reaktoru JP 025. Z hlediska celkového rtstu biofilmu veetné mrtvé ¢asti je vyvoj pomerné
staly u vsSech reaktord. Skokové zvyseni namétfené koncentrace proteinii je dané hlavné zménou
prostiedi, kdy bakterie ptesli k vyvoji biofilmu kvili zvySeni zatéZe reaktoru fenolem. Suspenzni
prostiedi se tak stalo nepfiznivym a pro bakterialni populaci je tvorba biofilmu vyhodnéjsi. Pro stalou

degradaci fenolu je potieba aktivni a Zivy biofilm, ktery byl pozorovan u vzorku JP 025 a SP 400.

Tabulka 4 Koncentrace proteini v reaktorech

Casovy priibéh Koncentrace proteinii [mg/m] ptize
[h] kontrola JP 025 SP 025 SP 400

24 80,67 138,44 71,78 116,22

72 69,56 82,89 176,22 151,78
168 169,56 62,89 247,33 160,67
240 194,00 265,11 234,00 134,00
504 307,33 276,22 967,33 329,56
672 452,67 531,78 876,22 454,00

5.7. Analyza obrazu snimkii z optické mikroskopie

Obrazova analyza plochy biofilmu na nosiéi potvrzuje vysledky z méfeni absorbance, kdy s poklesem
absorbance, nartsta plocha biofilmu na nosici u reaktorti ovlivnénych magnetickym polem a zaroven
potvrzuje ubytek suspendované bakterialni populace, vCetné biofilmu u kontrolniho vzorku vlivem
vysoké koncentrace fenolti. Nasledujici graf 12 zobrazuje rust biofilmu, respektive velikost obsazené
plochy biofilmem vué¢i davkovanému fenolu. Z grafu je patrné, ze vysoké koncentrace fenolu maji

znaény vliv na ubytek biofilmu v kontrolnim reaktoru a rist u reaktorti ostatnich.

Biofilm v reaktorech s magnetickym polem odolava vyssi koncentraci fenolu mnohem lépe, nez
biofilm neovlivnény (Vv kontrolnim vzorku). Z této skuteCnosti vyplyva, Zze bakterie zlstane
magnetickym polem ovlivnéna dlouhodobé a zpiisobené Ui€inky pole pretrvaji, i kdyz bakterie uz neni

vV magnetickém poli. V reaktoru Zadné magnetické pole umisténé neni (magnetické pole je umisténo
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v kontaktoru), a tudiz nemtze ovliviiovat rostouci biofilm. Mozna by se dalo uvazovat nad moznosti,
ze se ucinky magnetického pole, tedy zmény, které pole vyvolava, pfenesli i na generace novych
bakterii, vzniklych z generace, ktera byla ovlivnéna magnetickym polem, ale tato skutecnost neni
potvrzena a je pouhou myslenkou na zaklad¢ experimentalnich dat, dikaz by vyzadoval dalsi sadu
meieni a testd, které by tuto skute¢nost prokazaly (jako i vyuziti molekularné genetickych analyz,

které by prokazaly zménu RNA apod.).

Porovnani plochy biofilmu na nosici
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Graf 11 Porovndni plochy biofilmu na nosici

V tomto grafu je dobie vidét, jak vysoka koncentrace fenolu v reaktoru negativné pisobi na bakterie,
které nebyly ovlivnény magnetickym polem a dochazi k jejich thynu, respektive poklesu absorbance
arazantnimu ubytku biofilmu na nosi¢ich v kontrolnim reaktoru. Nameétfend data absorbance,
optického hodnoceni biofilmu, méfené koncentrace fenolu a fluorescencni mikroskopie si navzijem

odpovidaji.
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Porovnani plochy biofilmu na nosici k absorbanci
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Graf 12 Porovndni plochy biofilmu na nosici k absorbanci
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6. ldentifikace a diskuze limitnich stava biofilmovych

hybridnich reaktori

Identifikace limitnich stavii vychazi z pozorovani chovani reaktoru pti vysokych koncentracich fenolu.
Z méteni vyplyva, ze bakterialni populace neovlivnéna magnetickym polem je schopna zpracovavat
efektivné fenol do koncentrace 900 mg/l/den a dob& zdrzeni 10 dni, pfi zvySeni zatéZe na
1400 mg/l/den dochazi dle vysledkd k selhavani reaktoru a k postupnému thynu bakterialni populace.
Bakterialni populace ovlivnéna magnetickym polem je schopna zpracovavat fenol i pifi zatézi
1400 mg/l/den (doba zdrzeni 10 dni), coz je navySeni maximalni zatiZitelnosti reaktoru o zhruba 16 %,
pii zachovani objemu a doby zdrzeni. Tato skuteCnost plati pfedev§im pro reaktory se stiidavym
magnetickym polem o intenzit¢ 25 mT a 400 mT, statické magnetické pole (ve stejném uspotradani

reaktoru) nevykazuje vyrazny pozitivni vliv na bakterialni populaci.

Z vysledki vyplyva, Ze minimalni doba puisobeni magnetického pole na bakterie by méla byt dva dny,
ovSem nanovlakenné nosi¢e vyzaduji alespon 14 dni pro zapracovani, tudiz ovlivnéni magnetickym
polem je rychlé a da se vyuzit pro zvySeni aktivity bakterialni suspenze. Nanovlakenny nosi¢ pak lze
dobfe vyuzit pro naslednou stabilizaci reaktoru, tedy prostifednictvim vzniku a udrZeni vice stabilniho

biofilmu na povrsich.

Optimalni pratok kontaktorem pro tento experiment ¢inil 1 ml/s, ktery pii daném priméru hadicky
a sestaveni kontaktoru simuloval pozadovanych 50 Hz. Prutok lze zvysit zvétSenim priméru hadicky,
ovSem musi se souCasné zvysit intenzita magnetického pole, tak aby v prifezu byla zachovana
pozadovana intenzita. Pfi velkych primeérech je velmi obtizné dosahnout homogenity magnetického
pole, jelikoz jeho intenzita klesa s kvadratem vzdalenosti, coz ma za nasledek velkou intenzitu

na okrajich hadic¢ky a nizkou v jejim stfedu.

V tomto experimentu bylo dosazeno pratoku 3,6 1/h, coz znamend, Ze cely objem reaktoru byl
preCerpan kontaktorem zhruba 19x za 24h. Z vysledkii vyplyva, Ze pro ovlivnéni suspendované

bakterialni populace je tento voleny objem reaktoru a prutok kontaktorem dostacujici.
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/. Priklad uvedeni do praxe

Ptiklad uvedeni do praxe uvedu bez nakladii na potizeni celého feseni, jelikoz zhotoveni potiebnych
nadrzi, v€etné potiebnych uprav pro chemickou odolnost a cenu prace neumim odhadnout, to ptislusi
specializované firmé. Naklady na potfizeni Cerpadel, potfebnych konstruk¢énich materialti, magneti
a pofizeni fixnich nanovlakennych nosi¢i biomasy, véetné prace mohu jen hrubé odhadnout

z dostupnych cen na internetu. Zaméfil jsem se tedy jen na kontaktor a nosi¢ biomasy.

Pro piiklad uvedeni hybridniho reaktoru v praxi jsem vychazel z danych objemt, prutokt a intenzit
magnetického pole v experimentech. Vzhledem k tomu, Ze bylo ovéfeno, ze zapracované bioreaktory
s magnetickym polem a nanovlakennymi nosici vydrzi vyssi zatéz, tedy koncentraci polutantti okolo

1400 mg/1l/den, neni nutné vstupni odpadni vodu vyrazné rozied’ovat.

Jako vstupni parametry budeme uvazovat odpadni vodu kontaminovanou zbytkovym fenolem
z vyroby o celkovém objemu 4,5 m%den, celkova zatéz fenolem 4,5 kg/den (koncentrace fenoli

1000 mg/l/den). Dalsi organické latky nebudeme uvazovat.

Objem celého bioreaktoru, v&etné sedimenta¢ni nadrze, pfi zachovani doby zdrzeni 10 dni, bude
45 m®. Sedimenta¢ni nadrze bude mit objem 10 m® a samotny bioreaktor 35 m® Objem fixnich
nanovlakennych nosi¢t biomasy bude 22 % tedy 7,7 m®. Objem kontaktoru bude vzhledem k objemu

celkové sestavy zanedbatelny.

Pritok kontaktorem pii zachovani experimentalnich parametrti pfecerpani celkového objemu soustavy
19x za den (v realnych podminkach spiSe neredlné), musi byt precerpano 855 m¥den, coZ nelze
aplikovat na laboratorni priifez hadicek a jejich prutok. Je potfeba pramér hadic v kontaktoru znacné
zvEtsit a s tim je potieba pofidit i silngjsi stacionarni neodymové magnety s intenzitou magnetického
pole 1 T. Tato skuteCnost povede k tomu, ze magnetické pole v prufezu hadicky jiz nebude tak
homogenni jako v ptipadné¢ mensiho prufezu. Pro navrh magnetického pole jsem vybral neodymové
magnety s rozméry 4 x 1 x 1 cm, s intenzitou magnetického pole zhruba 1 T. Takto silné magnety 1ze
umistit po stranach hadice s vétSim primérem s tim, ze uprostfed bude stile dostatecné silné
magnetické pole. Z vypoctu vyplyva, Ze je za potiebi pfeCerpat 9,9 /s, tento objem je lepsi rozdélit
do deseti kontaktord, kdy kazdy bude mit zvoleny pratok 0,99 I/s, pfi rychlosti proudéni 0,5 m/s (viz
vypocet kap. 4.2), vychazi primér potfebné hadice na 5 cm a délky 100 cm. U takto silné hadice je pfi
simulaci magnetického pole potieba poéitat i s tloust’kou stény hadice 0,8cm, neodymovy magnet tak
bude potieba umistit zhruba centimetr od stény hadice, aby bylo docileno pozadované intenzity
magnetického pole, ovSem magnetické pole je tieba promeétit gaussmetrem a optimalni vzdalenost

nastavit dle méfeni.
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Kontaktor bude mit tedy usporadani délky 100 cm s priifezy hadic 5 cm, neodymové magnety budou
podél hadic, na kazdé stran¢ 100 ks a hadice budou umistény vedle sebe, ¢imz budou vyuzity vnitini
magnety z obou stran. Misto potiebnych 2000 magnetii na celé téleso kontaktoru (200 na kazdy
jednotlivy kontaktor) bude zapotiebi 1100 ks neodymovych magnett, vznikne tak vysledné

usporadani:

I

H
U

N

| |

180 cm

Obrazek 21 Schéma télesa kontaktoru, modré Sipky znazornuji smer toku, modré cary zndzornuji hadice,
Cerné cary znazornuji magnety (uspordadani magnetii bude dle Obrazek 15 Grafické zndazornéni magnetického
pole v modelu a kontaktoru, na levé strané simulace nestaciondrniho/stiidavého pole, na pravé strané simulace

Jjednosmérného/statického pole

Takto zvolené uspotfaddani by mélo navazat na simulaci z laboratorniho experimentu v realné praxi.
Néklady na potizeni neodymovych magnetd pii soucasné cené¢ jsou 66 000 K¢, Ccerpadla
S odpovidajicim vykonem stoji okolo 35 000 K¢, dale je potieba zapocitat konstrukéni profily (v délce
35 m) 35000 K¢, hadice a rozdélovace (14 m hadice s primérem 5 cm, rozdélova¢ z PE trubek)

30 000 K¢ a dalsi prislusenstvi a praci, naklady na potizeni kontaktoru mohou byt okolo 250 000 K¢.

Ptiblizné néklady na pofizeni nosi¢l biomasy lze odhadnout ze soucasné ceny kilometru jadrové ptize
sovinem z nanovlaken, kterou vyrabi klastr Nanoprogress, z.s. a ceny nerezového materialu
potfebného na ukotveni. Cena za km pfize je 780 K¢, potieba bude (dle 3.1.4) 177 km pfize, tedy
138 000 K¢. Dale nerezové profily, budeme uvazovat nerezové ramecky tvaru ctverce se stranou 2 m,
vyztuzené uprostied. Pocet rameckd bude 116, celkova délka nerezovych profilit (20 x 2 mm) bude
1392 m, pak je potieba zapocitat dalsi konstrukéni prvky pro uchyceni jednotlivych ramecku. Pti cené
55 Ké/m bude pfibliznd cena nerezového materidlu 90 000 K¢&. S ndrocnou praci svafovani dilt
a namotavanim jadrové piize se cena nanovldkennych nosi¢li biomasy muize pohybovat okolo

450 000 K¢. Odhady jsou zalozeny na dostupnych cendch materiali.
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Obrazek 22 Ram pro nanovidkenné jadrove prize

Celkové naklady na pofizeni potfebného vybaveni jsou samoziejmé daleko vyssi, jelikoz se jedna

0 novost a vyrobu na zakazku, provadéci firma si tedy bude uctovat vice, jde tedy pouze o piiklad.
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8. Zavér

Utelem této prace bylo prozkoumat a vyuzit vlivu magnetického pole na bakterie v hybridnim
bioreaktoru. Pozorovany byly ucinky pole na suspendované bakterie v roztoku reaktoru, ale
i dlouhodobé ucinky na bakterie, tvofici biofilm na nosicich. Prace stavi na zakladech ptedeslych
experiment, kde byly zjistény ucinky rdznych magnetickych poli na bakterii Rhodococcus

erythropolis a zde jsme se zabyval jiz pouze vytipovanym polem o frekvenci 50 Hz.

Z vysledki vyplyva, ze magnetické pole ma vliv na bakterie a tyto vysledky koresponduji s daty, které
vyhodnotili kolegové z Masarykovy university v Brné (Petr Klapetek, Lukas Fojt, Ludék Strasak,
Vladimir Vetterl). V minulosti a soucasnosti nej¢astéji zkoumanou frekvenci pole je 50 Hz, o kterém
je sepsano mnoho ¢lanku pro rizné bakterie, a které se jevi jako nejuéinnéjsi z hlediska efekta, které
vyvolava (DESJOBERT, H., et al. 1995, JIA, H. Li. Et al. 2014, NAFZIGER, J., et al. 1993, ETRINI,
C., et al. 1997, NAKASONO, S., et al. 2000, TOMSKA, A., WOLNY, L., 2008, MONA H. I., et al.
2013, FOJT, L., et al. 2009 a dalsi). Zkoumany vliv na bakterii Rhodococcus erythropolis je pozitivni
pti 50 Hz a intenzité¢ magnetického pole okolo 25 mT. Bakterie vystavena tomuto poli 1épe odolava
vysokym koncentracim fenolu az do hodnoty 1,4 g/l pii zachovani vysoké bunééné aktivity. Testy

prokazaly také zhruba dvakrat vy$si u¢innost degradace fenolu, nez u kontrolniho reaktoru.

Z vysledki vyplyva, ze vyuziti magnetického pole a zaroven nanovlakenného nosi¢e dava vysokou
reakéni flexibilitu reaktoru na zmény v koncentraci fenolu, kdy se bakterialni populace adaptuje

na zmeénu prostredi v fadu desitek hodin.

Porovnanim stavu/chovani biofilmu v reaktorech s/bez magnetického pole (zejména hodnoceni vyvoje
biofilmu na nosic¢i a jeho viabilita), 1ze dospét k zavéru, ze bakterie ovlivnéné magnetickym polem
maji za disledek rovnomérny nartst biofilmu a vykazuji zvySenou adaptaci na podminky prostiedi,

bez skokovych zmén, na rozdil od reaktoru kontrolniho.

vvvvv

tam, kde dochazi kde znaénym vykyviim koncentrace polutanti a pro iniciaci ristu pomalu rostoucich
bakterii na téZce rozlozitelnych substratech. Vhodnym piikladem mtze byt otestovani vlivu
magnetického pole na bakterie pfi odbouravani anilinu, ktery je odpadem v lucebnich zavodech
Draslovka Kolin a zhodnotit efektivitu. Dal§Sim moznym vyuzitim muaze byt teoretické zvysSeni
efektivity pii procesu odbourani chloramind v chemi¢ce Bochemie. Dalsi zajimavou myslenkou je
vyuziti magnetického pole pii stimulaci mikroorganizmia produkujici pozadované bunécné produkty,

napiiklad stimulace Gluconacetobacter xylinus, kde bylo pozorovano zvyseni produkce celulozy [25].

Nanovlakenné nosice jsou nedilnou soucasti tohoto experimentu, jelikoz poskytuji podklad pro rust

biofilmu. Jak je zndmo biofilm mulzZe rlst na rozmanitych povrsich, ale nanovlakenné jadrové ptize
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poskytuji pérovity povrch se specifickym primérem pord, ktery znacné zvysuje adhezi a stabilitu
biofilmu. Stabilni biofilm pak 1épe odolava vnéj$§im nepiiznivym vliviim, jako jsou napiiklad skokové

zmény pH, teploty, salinity a koncentrace polutantu.
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Prilohy

A Vypocty chyb
Statisticky soubor o n — hodnotach ziskame riznym meéfenim. Pravdépodobna hodnota vyskytu dat se

urci aritmetickym primérem:

Pro vypocet chyb nasleduje dal§i krok, a to je vypocet stfedni kvadratické chyby aritmetického

praméru:

Pti strojovém zpracovani dat se spiSe vyuziva vybérovou smérodatnou odchylku (jednoho méfeni),

kterou obsahuje ve volbé vétsina statistickych programi:

Chyba neptimého méfeni se vztahuje na takové veli¢iny, které pfimo neméfime, ale jsou spoéteny
z naméfenych hodnot dle riznych matematickych (fyzikalnich vztahtl). Namétené veliiny jsou
zatizeny vlastni chybou (chyba pifimého méfeni), hodnota z nich nasledné vypoctena tedy bude také

zatizena chybou a to takovou, Ze bude zdviset na naméfenych veli¢inach.

Urcujeme-li hodnotu veli¢iny X, zavislou na N veli¢inach gy, qz, ... qy s odchylkami oy, 04,,... 04,

kterou lze zapsat jako X = f(q1, gz, ... qn), jeji chybu lze spocist z parcialnich derivaci:

o= (L) + (L) (o)
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B Srovnani mérné vodivosti (salinity) a absorbance
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Graf 13 Srovndni mérné elektrické vodivosti (salinita) a absorbance
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S rostouci salinitou se prostiedi stava pro bakterie vice neptiznivé v disledku zvySovani osmotického
tlaku puasobiciho na bunéénou membranu, coz méd za nasledek vyssi prostup rozpusténych latek

a zaroven polutanti do bunky. Dale klesa rozpustnost kysliku ve vodé a celkové mize dojit az
k inhibici bakterii.

Experiment probihal s mirn€¢ zasolenym prostfedim, pocatecni salinita (mérna elektrickd vodivost)
byla 45 mS/cm a vpribéhu experimentu se zvySovala Vv nékterych piipadech aZz na téméf
dvojnasobek. Zna¢ny vypar zptsobeny teplotou okolo 30 °C a vcelku intenzivni aeraci, zajist'oval
odvod prebytecné vody z reaktoru, a tudiz vstupni zasobni roztok nebyl nijak dosolen. ZvysSena
salinita vstupniho roztoku by zptisobila znacné zasolovani reaktoru. ZvySovani salinity v experimentu
je tedy zpusobeno postupnym zvySovanim rozpusténych iontovych latek, které jsou soucasti
metabolické aktivity bakterialni populace (biofilmu a suspendovanych bakterii). Z grafu vyplyva, ze

salinita kopirovala zvySovani absorbance.

Z diivodu zna¢ného vyparu okolo 168 hodiny, muselo byt do vSech reaktord dolito 500 ml odstaté
vody, coz zpusobilo pokles salinity i pokles absorbance a tim doslo i ke skoku v grafech. Dalsi zna¢né

poklesy salinity jsou taktéz zpisobeny dorovnanim hladiny reaktoru, kvili vyparu.
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