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Abstrakt

Cilem této prace je obecné zhodnoceni porovnatelnosti metod analyz biofilmu.
Teoreticka Cast prace tesi zakladni pojmy v oblasti biotechnologie vod a zakladni
principy a postupy jednotlivych metod vyhodnoceni biofilmu.

V dalsich ¢astech prace jsou podrobné rozebrany jednotlivé analyzy a jejich vysledky.
Odbornd ¢ast se zabyva provozem biologického reaktoru, kde byly umistény vldkenné
nosi¢e slouzici pro uchyceni biomasy. Dulezitym procesem pro provoz reaktoru
a tvorbu biofilmu byla nitrifikace. Z nosici byly v pravidelnych intervalech béhem Sesti
tydni odebirany vzorky biofilmu a analyzovany pomoci metod molekularni biologie,
respirometrie a optické mikroskopie. Metody molekularné biologické zahrnuji izolaci
DNA a néslednou kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci a FISH analyzu. A¢ se
jednotlivé metody vyrazné lisi podstatou stanoveni, vysledky prace ukazuji na moznou

porovnatelnost metod a modifikaci zptisobi vyhodnocovani.

Klicova slova

Vldkenné nosiCe, biomasa, molekularni genetika, respirometrie, optickd mikroskopie,

nitrifikace



Abstract

The aim of this work is a general assessment of comparability of biofilm evaluation
methods. The theoretical part deals with the basic concepts of water biotechnology and
the basic principles and procedures of individual methods of biofilm evaluation.

In the following parts of the thesis, the individual analyzes, and their results are
analyzed in detail. The essence of the expert part is the solution of the operation of the
biological reactor, where the fibrous carriers used for biomass attachment were placed.
Nitrification was an important process for reactor operation and biofilm formation.
Samples were taken from the carriers at regular intervals over six weeks and analyzed
by molecular biology, respirometry and optical microscopy methods. Molecular
biological methods include DNA isolation and subsequent quantitative polymerase
chain reaction and FISH analysis. Although the methods differ considerably in the
nature of the determination, the results show the possible comparability of the methods

and modification of the evaluation methods.

Keywords

Fiber carriers, biomass, molecular genetics, respirometry, optical microscopy,

nitrification
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu
AOB — amoniak oxidujici bakterie

NOB — dusitany oxidujici bakterie

ATP — adenosintrifosfat

BOL — biologicky odbouratelné latky

BSK — biochemicka spotreba kysliku

CHSK — chemicka spotfeba kysliku

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova
FA —formamid

FISH — fluorescencni in situ hybridizace
MQ - milli Q

PA — polyamid

PUR — polyuretan

PBS — fosfatovy pufr

PFA — paraformaldehyd

gPCR — kvantitativni polymerazova retézova reakce
SDS — dodecylsiran sodny

TE — Tris/EDTA pufr

Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan



1 UVoD

Vyznamnym globalnim problémem vod je jejich znecisténi, které ma dopady na
vSechny zivé organismy. Cilem systémil Cisténi odpadnich vod je minimalizovat tyto
nepiiznivé dopady a zabranovat polutantim negativné ovlivilovat zivotni prostiedi.
Dtlezitym prvkem v této oblasti je vyzkum a vyvoj novych materiadlli a metod pro
hodnoceni jejich vlastnosti a G¢innosti. Testovani novych materidli a postupii je v prvni
fazi provadéno v laboratornim méfitku. Laboratorni biologické moduly se vyuzivaji pro
zakladni testovani materialti, které jsou urcené pro aplikaci v oblasti vodni

biotechnologie, resp. v procesech ¢isténi odpadnich vod.

Proces nitrifikace, tedy odbourdvani amonnych iontd z odpadni vody pomoci
mikroorganismd, je jednim z ptikladi velmi dulezitych procesi pfi €isténi odpadnich
vod. Biofilm, ktery obsahuje mikroorganismy zodpovédné za tyto procesy lze hodnotit
pomoci riznych metod. Metody jsou zaloZzeny na rGznych principech a velkym

nedostatkem v odbornych publikacich je pravé porovnatelnost téchto metod.

Mikroorganismy se piirozen¢ vyskytuji ve vod¢, pudé i vzduchu a jejich
metabolické procesy jsou vyuzivany v mnoha odvétvich. Jednd se o organismy, které
jsou vétSinou velmi citlivé na zmény jejich pfirozeného prostiedi a tyto zmény vyrazné
ovlivilyji jejich funkci. Ve vhodnych podminkéch se snadno a rychle rozmnozuji a jsou
napiiklad schopny zbavovat vodu organickych i anorganickych polutantti, ze kterych
ziskavaji energii. Pfi CiSténi odpadnich vod maji nezastupitelnou roli, a proto je jejich

kvantitativni i kvalitativni hodnoceni velmi dulezité.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Biotechnologie — Cisténi odpadnich vod

Biologické cisténi odpadnich vod je proces, kdy dochazi k odbourdni organickych
1 anorganickych latek pomoci mikroorganismii. Tento pfirodni proces je
charakterizovan jako ,,samocistici“ jev. Cilem této technologie je vytvofit Cistici proces

za kontrolovanych podminek (Sperling, 2007).

Bakterie potiebuji k zivotu zdroj energie, uhliku a ziviny. Podle zdroje uhliku je
mizeme rozdelit na autotrofni (litotrofni) organismy, které ziskavaji uhlik z CO:
a heterotrofni (organotrofni) organismy, které uhlik ziskavaji z organickych latek. Podle
zdroje energie je mizeme délit na fototrofni, které energii ziskavaji ze slune¢niho zatreni
a chemotrofni, které energii ziskavaji oxidaci anorganickych latek. Nitrifika¢ni bakterie

patii do skupiny chemolitotrofnich bakterii (Sperling, 2007; Ambrozova, 2001).

Dusik je biogenni prvek a do vody se dostavd ¢asto z uhynulych Zivocichii
v organickych slouc¢eninach nebo z exkrementli ve formé amoniaku, kyseliny mocové
nebo mocoviny. Chemotrofni bakterie pfeménuji organicky dusik na amoniak procesem

amonifikace. Amoniak dale vyuZzivaji napf. nitrifikacni bakterie (Ambrozova, 2001).

Odstranéni  dusiku  zvody probihd v procesech zvanych nitrifikace
a denitrifikace. Nitrifikace je proces, skladajici se ze dvou krokd. Nejprve je oxidovan
amoniakalni dusik na dusitanovy (nitritace), za to jsou zodpovédné bakterie oznacované
jako AOB (Ammonium Oxidizing Bacteria). Tuto skupinu zastupuji bakterie rodu
Nitrosococcus a Nitrosomonas. V dal§im krokl probiha odbourdvani dusitanii na
dusi¢nany (nitratace), pomoci bakterii oznacovanych jako NOB (Nitrite Oxidizing
Bacteria). Do této skupiny patii bakterie rodu Nitrobacter a Nitrospira (Ambrozova,

2001; Radechovsky, 2013).

Denitrifikace je proces, kdy dochazi k redukci dusi¢nantt na plynny dusik.
Probiha v anoxickém prostfedi, kde bakterie vyuzivaji jako akceptor elektronti
dusi¢nany misto kysliku. Pfikladem denitrifikacnich bakterii je rod Pseudomonas

(Sperling, 2007; Ambrozova, 2001).
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2.2 Nosice biomasy

Bakterie maji tendenci osidlovat rizné povrchy a vytvaret biofilm. K tomuto tcelu
slouzi nosice biomasy. Bakterie tvoii na nosici biofilm a vyhodou je tak lepsi rezistence
vici toxickym vliviim okolniho prostiedi, dale také moznost ristu pomalu rostoucich
mikroorganismu a lepsi kontakt bakterii s polutanty. Vhodnym nosi¢em biomasy jsou
polymerni materidly, které maji nizkou hmotnost a velky aktivni povrch (Kfiklavova,

2009). V této praci byly testovany nosice z polyamidu a polyuretanu (obrazek 1 a 2).

I
—E{CHA—NH—C%
m n

Obrazek 1: Chemicka struktura polyamidu

O O

I I
+c—n 1\|I—C—0—CH2—CH2—0Jr
n
H

Obrazek 2: Chemickad struktura polyuretanu

2.3 Biofilm

Biofilm je mikrobidlni spolecenstvi adherované na povrchu néjakého materidlu. Sklada
se zbakterii a extracelularni matrice (EPM), kterda je produkovana bakterie. Tato
mezibunééna hmota se sklada z proteint, polysacharid, huminovych a jinych latek
a vytvafi vhodné prostfedi pro zivot mikroorganismi. Tvorba biofilmu je pro
mikroorganismy vyhodna, poskytuje jim ochranu pifed plsobenim toxickymi latek
v okolnim prostfedi, predatory a mechanickému poskozeni. Biofilmy se vyskytuji
prakticky vSude, kde Ziji mikroorganismy. Nalezneme je ve vodovodnich trubkach, na
lodnich trupech, ale mohou se objevit také v lidském téle pfi infekénim onemocnéni,
kdy bakterie tak 1épe odoldvaji imunitnimu systému. Ackoliv v téchto mistech jsou
biofilmy na obtiz, tak maji své vyuziti v oblasti ¢isténi odpadnich vod (Azeredo, 2017,

Rulik, 2012).
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Tvorba biofilmu se skladd z n€kolika casti. Po transportu bunék k vhodnému
nosici dochazi k adhezi. Nésleduje rstova faze, kdy se pfichycené buiiky zacinaji délit
a produkovat latky tvofici EPM. Vznikd primarni biofilm a zéaroven dochazi
k zachytavani okolnich bunék do biofilmu. Po urcité dobé dochazi ke sniZeni rychlosti
rastu biofilmu, coz mize byt zplisobeno omezenym transportem zivin do hlubsich ¢asti.
Naésleduje uvoliiovani ¢asti biofilmu do okoli, a buniky tak mohou kolonizovat dalsi

povrchy (Azeredo, 2017; Rulik, 2012).

2.4 Kvantitativni metody hodnoceni biofilmu

Tato kapitola zahrnuje metody, které sleduji celkové zmény v biologickém reaktoru pfi
testovani materialt v simulovanych odpadnich vodach. Zkouma se zastoupeni biofilmu
na nosicich pomoci optické mikroskopie a aktivita mikroorganismi v biofilmu, ktera je

vyjadrena veli¢inou BSK.

2.4.1 Opticka mikroskopie

Opticky mikroskop je zobrazovaci zafizeni, které slouzi k zobrazeni predméti, které
nejsou viditelné pouhym okem. Mikroskop se skladd z osvétlovaci soustavy zvané
kondenzor, objektivu a okularu, pomoci nichz je pfedmét zobrazen. Princip optické
mikroskopie je schematicky znazornén na obr. 3. ZvétSeni objektivu je obvykle 10x —
100x, zvétseni okuldru 10x. Celkové zvétSeni je ddno soucinem téchto dvou zvétSeni.
Objektiv mikroskopu je obvykle oznacen velikosti zvétSeni a numerickou aperturou.
Numericka apertura (NA) je ddna soucinem indexu lomu prostfedi mezi predmétem
a objektivem a sinem uhlu o, coz je maximalni uhel, pod kterym dopadéd paprsek do
objektivu. S vy$§i numerickou aperturou roste rozliSeni mikroskopu, ale snizuje se

hloubka ostrosti.
NA= n X sina (1)

Pro zkoumani vldkennych nosi¢ii byla pouzita metoda zobrazeni v tmavém poli.
Pfi metod¢€ zobrazeni v tmavém poli nedochazi k pfimému priichodu svétla do objektivu
a v nepfitomnosti vzorku je tak vidét pouze tmavé pole. Pfi pozorovani vzorku se do
objektivu dostane pouze svétlo rozptylené predmétem. Vyhodou této metody je vysoky

kontrast (Davidson, 2015).
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2.4.2 Respirometrie

Respirometrii méfime miru biologické spotieby kysliku za dobfe definovanych
podminek. Méfime zmény koncentrace kysliku a oxidu uhli¢itého, a na tomto zékladé
muizeme vyhodnotit aktivitu mikroorganismil. Spotieba kysliku pfimo souvisi s ristem

biomasy a spotiebou substratu (Vanrolleghem, 2002).

Z pohledu biochemie je respirace proces vyroby ATP jako zdroje energie.
Nékteré organické i anorganické slouceniny slouzi jako donor elektrond, slouceniny
jako Oz, NO»7, NOs", SO4* slouzi jako akceptor elektroni. Pokud je akceptorem kyslik,
proces nazyvame aerobni dychdni. Opakem je anaerobni dychéni, pfi kterém neni

dostupny kyslik (Vanrolleghem, 2002).

BSK je veli¢ina udavajici hmotnostni koncentraci kysliku rozpusténého ve vode,
potiebné¢ho k odbourani latek biochemickou oxidaci. Uddva tedy miru koncentrace
biologicky odbouratelnych latek. Hodnota BSK je zavisla na Case, uplnd oxidace
obvykle trva az 20 dni, coz je pro praktické vyuziti pfili§ dlouhé. Nejcastéji se pouziva

méteni BSKs udavajici biochemickou spotiebu kysliku za 5 dni (Pitter, 2016).

Respirometry lze rozdélit na 2 skupiny podle zpiisobu méfeni kysliku, a to
meéteni kysliku v kapalné fazi a méfeni kysliku v plynné fazi. Pro métfeni kysliku
v kapalné fazi se obvykle pouziva elektrochemicky senzor skladajici se ze dvou nebo tii
elektrod. Elektrody jsou od roztoku odd€leny polopropustnou membranou, ptes kterou
difunduji ¢astice rozpusténého kysliku. Na katodé jsou molekuly kysliku redukovany
a vytvateji elektricky proud, ktery je imérny koncentraci rozpusténého kysliku. Metoda
meéteni kysliku v plynné fazi vyuziva paramagnetickych vlastnosti kysliku. Méti se
zména magnetického pole, kterd je imérna koncentraci kysliku. Koncentrace CO; je

métena pomoci IR spektroskopie (Vanrolleghem, 2002; Diimal, 2008).
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Obrazek 3: Schéma respirometru Micro-Oxymax. Soucdsti zafizeni: kyslikovy senzor, senzor CO,,
systémové pumpy, sensory tlaku, Idhve na vzorek, PC, kondenzdtor a dalsi podplrné soucdsti.

(Cerpano z firemni literatury Micro-Oxymax)

2.5 Chemicka laboratorni analyza odpadnich vod

Pro kontrolu probihajicich procesii v bioreaktoru, v naSem ptipadé zejména prubéh
nitrifikace, jsou sledovany koncentrace nasledujicich latek: NO,,, NOs", PO4*, NH4*
a CHSK. Koncentrace téchto latek v reaktoru piimo dévaji informaci o tom, zdali
probihaji oba kroky nitrifikace (oxidace amoniaku na dusitan a oxidace dusitanu na
dusi¢nan). Méfeni koncentrace téchto latek probiha pomoci analytickych metod a Casto
je pro stanoveni vyuzivana metoda spektroskopie. CHSK podava informaci o celkové
koncentraci organickych latek ve vod¢. Udava mnozstvi kysliku potiebné k oxidaci

vSech organickych latek (Pitter, 2016).

Nitrifikacni bakterie potiebuji pro svou spravnou funkci vhodné podminky.
Jednim z faktort ovliviiyjici pribéh nitrifikace je pH. Optimalni hodnota pH je mezi 7
a 8,5. Hodnoty pH pod 6,5 a nad 9 uz mohou vyznamné ovlivnit jeji pribéh. Divodem
je inhibi¢ni pisobeni nedisociovanych forem dusikatych slouc¢enin (Radechovsky, 2013;

Pitter, 2016).

Nitrifikace probiha podle rovnice ¢. 2. Vznikd pfi ni vodikovy kationt,

zpusobujici okyseleni vody a tedy pokles pH (Sperling, 2007).
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NHs*+2 02 > NO3 + 2 H"+ H20 (2)

2.6 Molekularné genetické metody hodnoceni biofilmu

Molekularni genetika je véda zabyvajici se studiem nukleovych kyselin a procesti s nimi
spojenymi (na molekularni trovni). Bakterie patii mezi prokaryotické buiiky. Ty nemaji
zadné bunécné jadro a jejich DNA je voln¢ ulozend v cytoplasmé. NaruSenim bunécné
stény se dostaneme k samotné DNA a riznymi fyzikdlné-chemickymi procesy ji

muzeme izolovat od ostatnich latek.

2.6.1 FISH

FISH je metoda pro identifikaci a vizualizaci Giseku DNA ¢i RNA v bufice pomoci
oligonukleotidovych sond. Pivodné se pouzivaly sondy znafené radioizotopem, ale
jejich nevyhodou bylo nizké rozliSeni a potfeba autoradiografie. V roce 1989 se zacaly
pouzivat fluorescenéné znacené sondy. Tato metoda nachazi uplatnéni v medicing,
zejména v oblasti genetiky, ale také v mikrobiologii pfi zobrazeni bun¢k v komplexnim
systému bez predchozi kultivace, ¢i izolace. Sonda pro znafeni ribozomalni RNA
obsahuje kratky tUsek DNA (obvykle 15-25 bazi) a je navrZena tak, aby byla

komplementarni k useku cilové sekvence rRNA (Nielsen, 2009; Nemcekova, 2017).

2.6.2 Izolace DNA a qPCR

Izolace DNA je proces, pfi kterém ziskdvame z bun¢k Cistou DNA. Probiha v n¢kolika
krocich. Nejprve je tfeba narusSit bunécnou sténu, aby doslo k lyze bunék. Nasleduje
precistovani DNA od ostatnich latek jako je RNA, soli, proteiny atd. K odstranéni RNA
dochazi pomoci RNaz, které $t€pi RNA, aniz by poskodily DNA. Enzymaticky jsou
odstranény 1 proteiny. Od dalSich latek je DNA obvykle izolovana srazenim v alkoholu.
Po izolaci se DNA uchovava v TE (Tris/EDTA) pufru. Pro izolaci DNA bylo vyvinuto
nékolik metod, jako je napf. guanidium-thiokyanat-fenol-chloroformova extrakce nebo
CTAB (cetyl amonium bromid) extrakce. BéZzné se pouzivaji komercni kity, které
pracuji na izolaci DNA v pevné fazi, kdy je DNA béhem izolace navézana napf. na

kiemicité nosice (Chee, 2009).

Metoda qPCR je kvantitativni polymerazova fetézova reakce, kterd umoziuje
sledovat zmény koncentrace DNA v redlném case. V principu jde o standartni PCR,
skladajici se z krokii denaturace DNA, nasednuti primeri a prodlouzeni (elongace).

Rozdil je v monitorovani fluorescence po kazdém cyklu. Intenzita signalu je imérna

16



amplifikované DNA ve vzorku. V pocatecnich cyklech je fluorescence pfili§ nizka na
to, aby se dala odlisit od pozadi. V bod¢, kdy intenzita fluorescence vzroste nad tuto
uroven, umérn¢ odpovida poctu templatové DNA ve vzorku. Tento bod je oznacovany
tieba zdlraznit, Zze v kazdém cyklu se teoreticky pocet kopii zdvojnasobi. Pokud je tedy
rozdil Ct hodnot 10, znamena to, Ze jsou od sebe koncentrace vzdalené o 3 fady (Kralik,

2017).

2.7 Vyuziti metod analyz v praxi

Metoda FISH je diagnostickd metoda Siroce vyuzivana v oblasti mediciny, pfi detekci
genetickych aberaci vedoucich k riznym typiim rakoviny nebo jinym onemocnénim.

(Bishop, 2010). Dalsi je mozné vyuziti pii detekci patogent v jidle. (Rathnayaka, 2018).

Kvantitativni polymerdzova fetézova reakce nachdzi Siroké uplatnénim na poli
mediciny, v potravinafstvi a ve forenzni genetice. Vyhodou této metody je schopnost

detekce jediné molekuly nukleové kyseliny ve vzorku.

Respirometrie je Siroce vyuzivana metoda v oblasti analyz ptid a odpadnich vod.
Siroké uplatnéni nachazi v testovani metabolickych aktivit bakterii, které se nachéazeji
ve zkoumaném substratu. Existuje mnoho modifikaci této metody, které vyuzivaji
odli$né principy stanoveni, napt. méfeni BSK pomoci zmény tlaku v uzaviené nadobé
pfi produkci CO; bakteriemie, méfeni BSK pomoci zmén koncentraci kysliku a oxidu

uhli¢itého, métfeni produkce metanu a vodiku u anaerobnich procest a dalsi.
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Pouzité pristroje, chemikalie a testované vzorky

Laboratorni experiment byl realizovdn v nddob&é o objemu 20 1. Pro pfitok média
a odtah odpadni vody z reaktoru byla pouzita peristaltickd pritokova cerpadla Watson-
Marlow. Jako nosi¢e biomasy byly vybrany 2 typy materidli, a to polyuretanova
nanovlakna na nosné niti z polyesterového hedvabi SLOTERA a nit z mikrovlédken ze
100% polyamidu o priméru 33 pum. Nit¢ byly namotdny na ocelové nebo plastové

ramecky o rozmérech 10x10 cm do svazkt (obr. 6).

Pro chemickou analyzu byly pouzity kyvetové testy od firmy Hach-Lange,
konkrétné¢ LCK 304, LCK 314, LCK 339, LCK 341, LCK 342, LCK 348. M¢feni
koncentrace probihalo na spektrofotometru HACH DR 6000 UV-VIS. M¢ifeni pH
probihalo na altimetru WTW inoLab Multi 9420 se sondou pro méfeni pH.

Me¢teni tbytku kysliku probihalo na respirometru Micro-Oxymax od firmy

Columbus Instruments (obr. 3).

Pro fixaci vzorkii na FISH byly pouzity nasledujici latky: lysozom, PBS pulft,
NaCl, Tris, HCI, SDS, FA, PFA, MQ voda a Citifluor.

Izolace DNA byla provedena pomoci kitu FastDNA SPIN Kit for Soil.
Koncentrace byla méfena pomoci fluorometru Qubit® 2.0. Kvantitativni polymerazova

fetézova reakce byla provedena na piisroji Light Cycler® 480 od firmy Roche.

Foceni vldkennych nosici probihalo na optickém mikroskopu Olympus BX51M
pomoci fotoaparatu Canon EOS 700D pii zvétseni 50x. Vzorky z FISH byly foceny na

optickém mikroskopu Axio Imager.M2 pfi zvétSeni 630x.

3.2 Popis biologického modulu a testovanych nosicti biomasy
Hlavni ¢ast experimentu byla realizovana v biologickém reaktoru. Reaktor se sklada ze
sklenéné nadoby o celkovém objemu 20 1. Do nadoby byla na pocatku experimentu

pfidana odpadni voda s vysokou koncentraci amonnych iontt.

Pro hodnoceni procesu nitrifikace byla pouzita nit z polyamidovych mikrovlaken
(PA) a nit z polyuretanovych nanovladken na nosné niti (PUR). Pro vSechny testy byly
vzorky v duplikatech, oznaCované jako PA 1 a PA 2, respektive PUR 1 a PUR 2. Tyto
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vldkenné nosice slouzila pro zachytavani biomasy, kterou jsme analyzovali. Vldkna
byla namotana na ocelovych nebo plastovych rameccich. Pro respirometrii a analyzu
DNA byl na rdmecek namotan cely svazek vldken (10 obtoCeni). Pro ostatni analyzy
byla ponechdna pouze jedna nit dlouhd 8,7+0,1 cm. Do nadoby bylo kontinudlné po
celou dobu experimentu pifidavano zivné médium pomoci peristaltického Cerpadla
rychlosti 4 litry za 24 hodin. Na dné nadoby byl umistén provzdusiovaci kamen
napojeny na dmychadlo. ProvzduSnovani probihalo 23 hodin, poté bylo vypnuto na
1 hodinu, kdy dochézelo k sedimentaci. Nésledn¢ byla odsana odpadni voda pomoci

peristaltického Cerpadla na objem 4 I a cely proces se opakoval.

Schéma biologického reaktoru s ¢erpadly pro ptitok média i odtah odpadni vody
(obrazek 4) bylo sestaveno dle experimentu. Pfipravené nité a svazky niti na rdmeccich
byly umistény na dno tak, aby byly po celou dobu experimentu ponofeny, tedy

ovlivilovany simulovanou odpadni vodou v reaktoru.

Cerpadlo 1 .
Cerpadlo 2
voda s NH;* a
PO;* iont < >
) Y odtah odpadni
vody

o 5 ‘

P I

. I

I

dmychadlo |J

vzduch A B .
nanovlakenné nosice

Obrazek 4: Schematické zndzornéni laboratorniho modulu s testovanymi nosici biomasy
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Obrazek 6: Namotané nité na rameccich pred vioZenim do bioreaktoru

3.3 Metoda optické mikroskopie

Foceni nosict probihalo na optickém mikroskopu v softwaru QuickPHOTO MICRO
2.3, pti 50% zvétSeni. Nit byla postupné prostiena po celé hloubce ostrosti a byl vyfocen
potiebny pocet snimkl (pfiblizné¢ 15 az 35). Tyto snimky byly nésledné slozeny
v programu QuickPHOTO MICRO 3.1 do jedné vysledné fotografie. Kazdé vlakno bylo
vyfoceno celkem pétkrat po celé délce vldkna.
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Obrazek 7: Priklad snimku PUR nosice s biofilmem z optické mikroskopie pfi 3. odbéru

Obrazek 8: Priklad snimku PA nosice s biofilmem z optické mikroskopie pfi 3. odbéru

Snimky niti byly vyhodnocovdny v Matlabu programem od Ing. Lucie
Svobodové Ph.D., kterda pomdhala s vyhodnocovanim snimkli. Hodnoceno bylo
procentudlni zastoupeni biofilmu na nosi¢i. Vysledky z optické mikroskopie jsou

zobrazeny v grafech ¢. 1 a 2.
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V nasledujicich grafech jsou vidét zmény v zastoupeni biofilmu. V grafu 2 je
patrny nardst biofilmu na PA niti v pribéhu celého testu, zatimco u PUR nité¢ hodnoty

kolisaji a maximalni zastoupeni je jiz v 2. odbéru.
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Graf 1: Pocet detekovatelnych dsti biofilmu na niti
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Graf 2: Procentudini zaplnéni biofilmu na niti
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3.4 Metoda respirometrie

Respirometrické testy byly zaloZeny na méfeni koncentracnich zmén Oz a CO; v plynné
fazi. Pro analyzu pomoci respirometrie byl odebran svazek niti. Odbéry probihaly kazdé
2 tydny. Svazek byl umistén do 300 ml lahve obsahujici 90 ml odtoku z reaktoru, dale
10 ml fosfatového pufru a roztok chloridu amonného s celkovym obsahem 10 mg/l

dusiku v amonnych iontech.

Na respirometru byla sledovana spotieba kysliku po dobu pfiiblizn¢ 47 az 50
hodin. V poslednim testu byla spotieba sledovana 138 hodin kvili stanoveni maximalni

mozné respirace.
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Graf 3: Hodnoty BSK z respirometrického méreni pro 1. odbér
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Graf 4: Hodnoty BSK z respirometrického méreni pro 2. odbér
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3. odbér (den 39)
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Graf 5: Hodnoty BSK z respirometrického méreni pro 3. odbér

Po ukon€eni méfeni na respirometru byla také zméfena konecnd koncentrace
amonné¢ho a dusi¢nanového dusiku. Tento test byl provadén jako kontrola. Vysledky

jsou uvedeny v tabulkach 1 az 3.

Tabulka 1: Hodnoty koncentraci amonného a dusicnanového dusiku ve vzorcich z posledni faze

respirometrie pro vzorky ze 14. dne odbéru

Koncentrace [mg/I]
Den 14
PUR 1 PUR 2 PA 1 PA 2 K1 K2
NH;*-N 0,91 0,93 6,2 6,1 10 10
NO;-N 9,8 10,1 51 5 0,51 0,43

Tabulka 2: Hodnoty koncentraci amonného a dusicnanového dusiku ve vzorcich z posledni faze

respirometrie pro vzorky z 28. dne odbéru

Koncentrace [mg/I]
Den 28
PUR 1 PUR 2 PA1 PA 2 K1 K2
NH;*-N 0,8 0,82 4,5 4,6 9,85 9,9
NO;-N 8,34 8,92 7,82 7,81 1,2 1,23
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Tabulka 3: Hodnoty koncentraci amonného a dusicnanového dusiku ve vzorcich z posledni faze

respirometrie pro vzorky z 39. dne odbéru

Koncentrace [mg/I]

Den 39

PUR 1 PUR 2 PA 1 PA 2 K1 K2
NH;*-N 0,14 0,12 3,5 3,9 10 10
NOs3;-N 11,8 11,9 6,8 7,1 1,1 0,8

3.5 Chemicka analyza

Vzorky pro chemickou analyzu byly odebirany kazdy tyden piimo z reaktoru. Odebrana

voda byla filtrovana ptes filtr s primérem poérd 45 pm. Nasledné byla méfena

koncentrace téchto latek; NO,-N, NOs;-N, PO4-P, NHs*-N zfiltratu a CHSK

z filtrované 1 nefiltrované vody. Koncentrace v jednotlivych dnech jsou zaznamenany

v tabulce 4.

Tabulka 4: Zmény chemického sloZeni v reaktoru v pribéhu testu

Koncentrace [mg/1]

Den 7 Den 14 Den 21 Den 28 Den 35 Den 39
CHSKnet 63,4 69,8 70,8 105 71,2 52
CHSKsier 8,99 11,1 17,2 12,3 17,6 11,8
NO,"-N 0,025 0,05 0,41 0,199 0,591 0,356
NO;-N 12,1 11,4 10,6 12,5 10,3 10,9
NH;*-N 0,706 0,363 0,921 0,234 1,41 1,03
PO,*-P 16,6 20,5 20 19,4 20,6 21,8

V reaktoru bylo kazdy tyden méfeno pH a udrzovano okolo hodnoty 7. Pokud

doslo k vyraznéjsimu poklesu, bylo pH upraveno pomoci roztoku NaOH. Prib¢h pH je

zaznamenan v tabulce 5.

Tabulka 5: Hodnoty pH v bioreaktoru v priibéhu testu

Den7 Den 14 Den 21 Den 28 Den 35 Den 39
pH pred tpravou 6,43 6,6 6,7 6 6,83 6,5
pH po upravé 7,5 7,5 6,7 7,5 6,83 6,5
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Pii kazdé vyméné zivného média byla v médiu méfena koncentrace NH4™-N

a PO4*—P. Koncentrace jsou zobrazeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Koncentrace amoniakdlniho dusiku a fosforecnand v Zivném médiu pro bioreaktor

Koncentrace [mg/I]

Den 1 Den 7 Den 11 Den 15 Den 21 Den 28 Den 32 Den 35
NH;*-N 15,2 10,8 11 10,6 10,8 10,4 10,7 10,8
POs*-P 11,7 18,1 19,5 19,3 19,9 18,8 19,5 19,5

3.6 Metoda FISH

Pro tuto metodu bylo odsttizeno kazdy tyden jedno vlakno dlouhé 8,7 cm. Nésledné byl
vzorek vlozen do 10 ml zkumavky s médiem a vytfepan po dobu 10 minut na tfepacce.
Ze zkumavky bylo odebrano vldkno a médium sbiomasou zvldken bylo
centrifugovdno. Po centrifugaci byl odlit supernatant a cely proces se jeste¢ jednou
opakoval. Po druhé centrifugaci byla peletka biomasy resuspendovana v 1 ml

destilované vody. Pted fixaci byl vzorek uloZen v mrazicim boxu pfi teploté -22 °C.

Fixace vzorku na sklicko probihala dle zavedeného postupu v laboratofi

mikrobiologie v nésledujicich krocich:

1. Aplikace vzorku na sklicko
V prvnim kroku bylo naneseno malé mnozstvi vzorku (ul) do jamky na

mikroskopickém sklicku. Sklicko se vzorkem bylo vysuseno v termostatu pii teploté

42 °C.

2. Permeabilizace
Vzorek byl pokryt vrstvou lysozomu pro permeabilizaci bun¢k a inkubovéan po dobu
20 minut. Nasledné byl lysozom ze vzorkli omyt pomoci PBS a sklicko bylo opét

vysuseno v termostatu.

3. Dehydratace
Vzorek byl dehydratovan v ethanolu, kdy bylo sklicko postupné ponotfeno do
n¢kolika zkumavek s rostouci koncentraci ethanolu. Poté bylo sklicko opét suSeno

v termostatu.
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4. Hybridizace

V tomto kroku dochézi k naneseni hybridiza¢niho pufru na skli¢ko. Hybridiza¢ni
pufr obsahuje specifické fluorescenéni sondy. Pro AOB a NOB se sondy lisi.
V obou pufrech je pak spole¢nd sonda pro vétSinu bakterii oznafena jako
EUB338mix. Po aplikaci pufru na dehydratovany vzorek je skli¢ko vlozeno do

zkumavky a inkubovéano v termostatu po dobu 1,5 — 2 hod.

5. Prani
Po inkubaci je sklicko omyto v pracim pufru, kdy dochazi k vymyti balastu ze

vzorku.

6. Priprava sklicka pro mikroskopovani
Sklicko je vysuSeno mirnym proudem dusiku. Do kazdé jamky je pipetovan
Citifluor a vzorek je piekryt krycim sklickem. Timto krokem je vzorek pfipraven

k mikroskopovéani.

Sklicko bylo pozorovano pod optickym mikroskopem s fluorescenc¢ni lampou pfi
630ndsobném zvétSeni za pouziti filtrii (43 Cy3 a 44 FTIC). Foceni probihalo
v programu Axio vision a kazdy vysledny snimek byl poskladan znékolika dil¢ich
snimk v rznych hloubkach ostrosti. Z kazdé jamky bylo nafoceno nékolik vyslednych
snimki, optimélné 15 az 20. U nékterych vzorkt v§ak bylo malo biomasy, a nebylo tak
mozné vyfotit potiebny pocet. V téchto ptipadech byl nafocen maximalni mozny pocet

snimki a hodnoceni probihalo z mensiho poctu fotek.

Vyhodnoceni fotek probihalo v softwaru Matlab, v programu od Ing. Lucie
Svobodové Ph.D., kterd pomadhala svyhodnocenim snimkil. Vyhodnocovalo se

procentudlni zastoupeni nitrifikacnich bakterii, tj. AOB a NOB v kalu.
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Obrazek 9: Opticky mikroskop Axio Imager.M2

Na snimku z optického mikroskopu (obrazek 10) je zobrazena obarvena biomasa
s nitrifikanty. Zelen¢ obarvena ¢ast je sonda barvici vétSinu bakterii, ¢ervené je pak

vyobrazena sonda pro AOB nebo NOB.

Obrazek 10: Ukdzka obarvené biomasy s bakteriemi, v tomto pripadé NOB na PUR nosici pri 2.

odbéru (14. den)

Po vyhodnoceni byly odstranény odlehl¢ hodnoty, a také byly smazany vzorky,
kde bylo méné nez 5 snimkil, aby nebyly vysledky zavadéjici. Z tohoto divodu
u nékterych vzorkli chybi duplikat. Vysledné hodnoty, udavajici procentudlni
zastoupeni ndmi sledovanych AOB, ¢i NOB bakterii v biomase, jsou zobrazeny

v grafech ¢. 6 — 9.
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Graf 6: Zastoupeni AOB na PUR nosici pro jednotlivé odbéry

V grafu 6 je zobrazeno procentudlni zastoupeni AOB nitrifikantd v biomase
z PUR nanovlaken. V prib¢hu experimentu nedochdzi k vyraznéj$im zménam a podil

nitrifikant je pfiblizn€ stejny.
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Graf 7: Zastoupeni NOB na PUR nosici pro jednotlivé odbéry

U NOB nitrifikanti na PUR nanovldknech hodnoty v priitbéhu experimentu

znaéné kolisaji. Pfi porovnani poslednich odbért s prvnimi je vSak vidét pokles.
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AOB - polyamid
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Graf 8: Zastoupeni AOB na PA nosici pro jednotlivé odbéry

Podil AOB nitrifikanti z PA mikrovldken se v pribchu testu také ptili§ neméni.
Z obou vlaken tedy mliizeme usoudit, Ze prvni krok nitrifikace, tedy oxidace amonnych

iontll na dusitany probihé konstantng.
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Graf 9: Zastoupeni NOB na PA nosici pro jednotlivé odbéry

Graf zobrazujici podil NOB nitrifikanti z PA mikrovlaken ma klesajici

charakter. Pfi¢inou mtze byt pokles koncentrace dusitant.
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3.7 Metoda molekuldrné geneticka

Pro analyzu DNA byl kazdy tyden odebran svazek vlaken v duplikatu. Z odebranych
vlaken byla izolovana DNA pomoci kitu. Kazdy svazek vldken byl zvazen, aby byla

moznost udavat koncentraci izolované DNA na hmotnost nosice.

Po izolaci byla zméfena koncentrace izolované DNA na fluorometru a vysledky
byly pfepoctem v jednotkach pg DNA/g nosice. Narist koncentrace je v grafech 10
a 11. Testovany byly duplikaty, proto jsou u kazdého odbéru 2 hodnoty.

U PUR vldken nejsou v prubéhu testu pozorovany vyznamnéj$i zmény

v koncentraci DNA, patrny je jen mensi narst mezi 3. a 4. odbérem.
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Graf 10: Zmeény koncentrace DNA z PUR vldken prepoctené na gram nosice
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Zmény v koncentraci izolované DNA z PA vlaken jsou podstatné vyrazngjsi nez
u PUR vladken. Je zde vidét nardst mezi 2. a 3. odbérem, dale pak vzrostla koncentrace
u posledniho odbéru. Nartst v pribéhu experimentu signalizuje nartst biofilmu na PA
nosici, nehledé na presné bakteridlni slozeni. Tento trend potvrzuje 1 graf 1 (kapitola

3.3) zobrazujici zastoupeni biofilmu pomoci optické mikroskopie.
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Graf 11: Zmeény koncentrace DNA z PA vidken prepoltené na gram nosice

Z izolované DNA byla provedena real-time kvantitativni polymerazova fetézova
reakce (QPCR analyza) na pfistroji. Jako fluorescenéni zdroj bylo pouzito fluorescencni
barvivo typu SYBR Green. Cilem qPCR analyzy bylo ve vzorku detekovat jak celkové
bakteridlni oziveni, tak 1 pfitomnost funkcnich genti a klicovych mikrobidlnich
konsorcii podilejicich se na biologické eliminaci dusikatych sloucenin. Konkrétné byly
sledovany bakterie podilejici se na obou krocich nitrifikace, oxidace amoniaku (AOB)

a dusitanu (NOB).

Celkové bakteridlni oziveni bylo sledovano amplifikaci genu 16SrDNA kodujici
malou podjednotku prokaryot pomoci markeru soznacenim U16SRT. Prvni krok
nitrifikace byl sledovan pomoci funkéniho genu koédujiciho kliCovy enzym oxidace
amoniaku na dusitan (amoA) specifického pro bakteridlni rod Nitrosomononas. Pro
druhy krok nitrifikace byly funkéni geny kodujici klicové enzymy oxidace dusitanu na

dusi¢nan detekovany pomoci markert specifickych pro bakteridlni rody Nitrobacter
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(NxrB1, nxrA) a Nitrospira (NxrB). Ptitomnost bakteridlniho rodu Nitrospira byla ve
vzorcich také sledovana amplifikaci 16S rDNA genu Nitrospiry pouZzitimmarkeru
s oznacenim NSR. Podrobnéjsi informace k testovanym markerim jsou uvedeny

v tabulce 7.

Tabulka 7: Sekvence primerd pro nitrifikanty

Cilovd
Marker Gen Sekvence primeru?! (5 > 3/) Zdroj
skupina
F:
bakterie  U16SRT 16SrDNA ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT  (Clifford et al., 2012)
R: TATTACCGCGGCTGCTGGC
amoniak F: GGGGTTTCTACTGGTGGT
(Rotthauwe et al.,
AOB amoA monooxygendza,
R: CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 1997)
Nitrosomonassp.
F: CCTGCTTTCAGTTGCTACCG
NSR 16SrDNANitrospirasp. (Dionisi et al., 2002)
R: GTTTGCAGCGCTTTGTACCG
nitrit oxidoreduktdza  F: ACGTGGAGACCAAGCCGGG (Vanparys et al.,
NxrB1 B subjednotka, 2006; Geets et al.,
R: CCGTGCTGTTGAYCTCGTTGA
Nitrobactersp. 2007)
NOB nitrit oxidoreduktdza  F: CAGACCGACGTGTGCGAAAG
nxrA a subjednotka, (Poly et al., 2008)
R: TCYACAAGGAACGGAAGGTC
Nitrobactersp.
nitrit oxidoreduktdza F: TACATGTGGTGGAACA
nxrB B subjednotka, (Pester et al., 2013)
R: CGGTTCTGGTCRATCA
Nitrospirasp.

Vysledky qPCr analyzy jsou vyjadreny tzv. heatmapou v obrazku 10. Data z analyzy
)

log (hmotnostvlikna)

PCR byla normalizovana na mnozstvi vzorku (vzorec: Ct
q y ( value log (ucinnostprimeru)

a byl proveden primér ze ziskanych hodnot duplikéatu u kazdého vzorku.

Heatmapa je vytvorena nasledujicim postupem: Vypoctené Ct hodnoty urcitého
primeru byly nejprve rozdéleny na dvé mnoziny, hodnoty nizsi nez 36 a hodnoty rovné

nebo vys$si nez 36. Hodnoty rovné nebo vyssi nez 36 byly zatazeny do skupiny na

1S ... baze se 3 vodikovymi vazbami (G, C); Y ... pyrimidinové baze (C, T); R ... purinové baze (A, G);
W ... baze se 2 vodikovymi vazbami (A, T); K ... ketony (T, G); D ... A, G, T (ne C); B...C, G, T (ne A) ;
N ... jakakoliv baze
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hranici detekce. Druhd mnozina byla rozdélena na tfi stejné Siroké intervaly a postupné
od nejnizsSich hodnot byly intervaly zatazeny do skupin: vysoké mnozstvi, stfedni
mnozstvi a malé mnozstvi. Ct hodnoty rovné 40 jsou ve skupiné nedetekovano, tedy
pod mezi stanovitelnosti. Jednotlivé skupiny (intervaly) jsou v heatmapach

prezentovany patiicnymi barvami.

Tabulka 8: Heatmapa

celkova
bakterialni AOB NOB

biomasa

Vzorek U16SRT

PUR

PA

vysoké mnoizstvi

stfedni mnoistvi

+ malé mnoistvi
+- mez detekce
NA nedetekovano

Pti pohledu na PUR vldkno v heatmapé¢ je zfejmy nartst NOB bakterii. Zejména
markery NxrB1 a nxrA specifické pro bakteridlni rod Nitrobacter. Tomu by méla
odpovidat vétsi mira zastoupeni NOB bakterii v biofilmu hodnocenych metodou FISH
v grafu €. 7, ale neni tomu tak. Vysvétlit to 1ze tim, ze qPCR analyza sleduje pouze malé
zmény a Ct hodnoty (Pfiloha, tabulka 9) pro rod Nitrobacter jsou vysoké. Znamena to

tedy, Zze uz od pocatku testu bylo jejich zastoupeni velice malé. Mnohem vétsi
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zastoupeni maji markery NSR a nxrB pro Nitrospira sp. U AOB nitrifikantd nedochazi

k vyrazngj$im zmeéndm.

U PA nosice jsou Ct hodnoty vyssi a jen v 5. odbéru dochézi k vyraznéjSimu
poklesu u vSech nitrifikac¢nich bakterii. Porovnanim obou nosici 1ze dospét k zavéru, ze
zatimco u PUR nanovlédkna se bakteridlni sloZeni biofilmu méni a sledujeme nardast
NOB, u PA nosice se slozeni biofilmu neméni a zmény v zastoupeni AOB a NOB

nitrifikantd jdou ,,ruku v ruce®.
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Relativni kvantifikace popisuje relativni zménu mnozstvi daného primeru vici
referencnimu vzorku, kterym je naptfiklad vzorek z prvniho odbéru monitoringu.
Hodnota relativni kvantifikace referencniho vzorku je 1 pokud je hodnota relativni, 2
pokud v tomto vzorku je dvakrat vice cilové DNA nez v referencnim vzorku. Vysledky

jsou v grafech 12 a 13.

U PUR nanovldken nedochazi béhem prvnich 5 odbérii k vyraznym zménam,
pouze ve 4. odbéru pozorujeme pokles AOB. U posledniho odbéru je vidét narist NOB

nitrifikantu.

Polyuretan

0,5

0,25

0,125

U16SRT amoA NSR NxrB1 nxrA nxrB
m 1. odbér m2.odbér 3. odbér m4. odbér 5. odbér 6. odbér

Graf 12: Relativni kvantifikace PUR vidken, popisujici zmény koncentrace jednotlivych gend

v pribéhu experimentu. Odbéry jsou oznaceny ruznymi barvami.
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U PA vlaken dochdzi ve srovnani s PUR vldkny k vyraznéj$im zméndm beéhem
jednotlivych odbérii. Patrny je pokles AOB nitrifikantli ve 4. a 5. odbéru. V poslednich
3 odbérech dochazi také k poklesu NSR a nxrB markert specifickych pro bakteridlni

rod Nitrospira.

Polyamid

i ol L1

0,5

0,25

0,125

0,0625

U16SRT amoA NSR NxrB1 nxrA nxrB
B 1. odbér m2. odbér 3. odbér m4.odbér m5. odbér 6. odbér

Graf 13: Relativni kvantifikace PA vldken, popisujici zmény koncentrace jednotlivych gendi

v pribéhu experimentu. Odbéry jsou oznaceny ruznymi barvami.
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4 DISKUZE

Respirometrii byla méfena koncentrace spotfebovavaného kysliku za soucasné
produkce oxidu uhli¢itého. Na zdklad¢ téchto vysledkl byla stanovena hodnota BSK
(viz. kapitola 2.4.2) pro jednotlivé vzorky ve druhém, ctvrtém a Sestém odbéru.
Vyhodnocenim BSK jednotlivych méfeni miizeme sledovat koncentraci biologicky
odbouratelnych latek (BOL), které jsou pfitomné na testovanych vldknech v podobé
biofilmu. Hodnoty BSK pro vldkenné vzorky v druhém odbéru byly po odecteni
kontroly zéporné, coz znamena nulovou koncentraci BOL na vlaknech. Ve Ctvrtém
odbéru doslo k mirnému nérlstu biofilmu na vldknech, ktery se projevil zvySenim
hodnot BSK oproti kontrole. Dals§i vyrazny nartist byl zaznamendm v poslednim
(Sestém) odbéru, avsak hodnoty BSK jsou velmi rozdilné
(1 vramci duplikatu). Na zaklad¢ tohoto trendu Ize usuzovat na nerovnomérném
rozloZzeni biofilmu na vldknech. Rozdil vramci PUR a PA vldken se ve druhém
a ctvrtém odbéru neprojevuje. U obou typti vldken se v poslednim odbéru projevila

nehomogenita. Vyrazné vyssi obsah BOL byl namétenu nanovldken PUR.

Metodou optické mikroskopie bylo hodnoceno procentudlni zastoupeni biofilmu
na testovanych vlaknech. U polyamidovych mikrovldken se v prib¢hu experimentu
mnozstvi biomasy zvySuje. Naopak v pfipadé PUR nanovldken nejprve dochazi
k vyraznému nértstu biofilmu, jehoz mnozstvi od 3. odbéru mirné klesa. Tento trend
mize byt zpusoben slabou adhezi biofilmu k povrchu vldken a jeho naslednou ztratou

vlivem mechanického (stfizného) namahani (aerace systému).

Na zédklad¢ FISH analyzy mizeme urcit zastoupeni jednotlivych AOB a NOB
mikroorganismill, které se podileji na procesu nitrifikace, tedy na odstranovani
amonnych sloucenin z odpadni vody reaktoru a ve znacné mife tvoti biofilm na
vlaknech. Mnozstvi NOB je v ptipad¢ obou vldken vyssi nez AOB, coz lze vysvétlit
zvySenou produkci dusitanovych ionttl, které tvoii vhodné podminky pravé pro NOB.
Na polyamidovych mikrovlaknech je procentudlni zastoupeni AOB i NOB vyssi nez na
polyuretanovych nanovldknech. Vyvoj zastoupeni NOB byl v pribéhu experimentu
spiSe klesajici pro obé vldkna, zatimco vyvoj AOB ma znacné kolisavy charakter.
S poklesem NOB také souvisi naristajici koncentrace dusitand, jejiz vysledky mame

z chemické analyzy.
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Molekularné geneticka metoda umoznuje specifické analyzy biofilmu na zakladé¢
niz muzeme v jednotlivych vzorcich sledovat specifické zastoupeni testovanych
bakteridlnich gent kodujici enzymy, jenz se podili na procesu nitrifikace. Pomoci
koncentrace DNA bylo pozorovano mnozstvi mikroorganismi na vldknech.
Z namétenych hodnot vidime ndrGst mikrobidlni biomasy v pribéhu experimentu
pfedev§im na PA mikrovldknech. Vysledky qPCR, ptedstavujici konkrétnéjsi
zastoupeni mikroorganismi, tj. AOB a NOB, které¢ jsou znazornény ve formé heatmapy
a pomoci relativni kvantifikace. Na heatmap¢ 1ze pozorovat vétsi mnozstvi AOB i NOB
na PA mikrovldknech. U mikrovlaken je detekovano vys$8i mnoZstvi bakteridlniho rodu
Nitrobacter nez u nanovldken. V pribéhu experimentu byl na mikrovlaknech
zaznamenan narust bakterii rodu Nitrobactera pokles bakterii rodu Nitrospira. Na
grafech relativni kvantifikace 1ze pozorovat, Ze zmény zastoupeni testovanych gentli na

obou typech vlaken byly minimalni (do jedné Sestnactiny).

Celkovym pohledem na jednotlivé metody 1ze dospét k nasledujicim poznatkim.
Zastoupeni biofilmu a v ném obsazenych mikroorganismu se podle jednotlivych metod
mirné lisi, avSak sledovanim trendid 1ze dojit ke shodnym zavérim. Vysledky z optické
mikroskopie a respirometrie (BSK) ukazuji zna¢né shody, odchylky jsou dany tim, ze
pfi stanoveni na optické mikroskopii se vzorek v pribéhu analyzy nijak neméni,
zatimco béhem respirometrie se vzorek nachazi v dynamickém systému. Porovnanim
metod molekularné genetickych s metodou respirometrie a OM je mozné vidét urcity
kolisavy trend béhem experimentu. Zasadni rozdil mezi metodami FISH
a molekularni genetiky mtize byt v pfitomnosti DNA v biofilmu. Zatimco molekularné
genetickd metoda analyzuje veSkerou nedenaturovanou DNA v biofilmu (tedy
i zmrtvych bun€k), metodou FISH se stanovi pouze DNA v celistvych

(neperforovanych) buiikach.

Vysledky chemické analyzy slouzily ptfedevSim pro kontrolu, zda nitrifikace
probihd. Koncentrace dusi¢nanii celou dobu ziistavaly pfiblizné stejné. Koncentrace
dusitanii byla zpocatku experimentu nizsi, zvysila se az pfi tfetim odbéru. Tento pokles

je v souladu s vysledky z FISH.
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5 ZAVER

Néplni této prace bylo analyzovat Uc€innost mikroorganismit v odpadnich vodach
pomoci n¢kolika metod. Ackoliv se v principu jedna o zcela odlisné metody, tak nebyl
zaznamenan zadny vyznamny rozdil ve vysledcich a 1ze na zakladé€ urc¢itych modifikaci
tyto metody pouzivat pro vzijemné ovétfeni. Je tieba mit na paméti, ze se jedna
o biologicky pokus s zivymi organismy, které jsou citlivé na vnéjsi podminky. Pfi
porovnani je tfeba brat v potaz podstatu stanoveni, zpisob vyhodnoceni, citlivost

jednotlivych metod a vliv prostiedi na sledované parametry.

Metoda FISH ma sva uskali a je tfeba disledné dodrzovat postup pii ptipraveé
vzorku. V pfipadé nedodrzeni mize dojit ke Spatnému urceni. DalSim problémem je
hustota biomasy. V pfipadé malo hustého vzorku nemusi byt na sklicku dostatek
biomasy pro vyfoceni potfebného poc¢tu snimkl. V opacném piipadé, kdy bude vzorek
prilis husty, dojde k navrstveni kalu a pro vyfoceni v celé hloubce ostrosti bude potieba
vetsi pocet snimkli. Vyhodou této metody je presné ureni zastoupeni AOB, ¢i NOB

bakterii v biomase.

Analyza DNA pomoci qPCR je vhodnd metoda, pokud v biomase je malé
zastoupeni sledovanych bakterii. Oproti FISH pracujeme se samostatnou izolovanou
DNAa nemuzeme vizualizovat celistvé builky, ale mizeme sledovat i malé zmény

uvniti biofilmu. PCR je citlivd metoda a je teoreticky schopna identifikovat jediny gen.

Z vysledki relativni kvantifikace vyplyva, ze v dalSich experimentech by
bylo vhodné zacit se vzorkovanim jiz teti den od spusténi, jelikoz po tydnu od zanofeni
vldken do reaktoru se jiz mnozstvi specifické biomasy vyrazné¢ neménilo. Na druhou
stranu v dalSich metodach se na pocatku experimentli nedéji vyrazné zmény. Tento jev
je pravdépodobné dan prvotnim utvafenim biofilmu nejen na povrchu vldken, ale
i uvnitt, kdy pouze metoda qPCR odhali i mensi zmény. Ostatni metody nejsou schopné

zjistit utvareni méné aktivniho biofilmu uvnitt vldken.

Porovnanim metod molekularné genetickych s metodami respirometrie a optické
mikroskopie dostdvame Upln€ novy nahled na analyzu biofilmu. Do budoucna se v této
oblasti vyskytuje fada moznosti pro dalsi zlepSovani a snahou bude provedeni série

pokusii, které budou statisticky vyhodnoceny.
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PRILOHY

Tabulka: Ct hodnoty v prubéhu testu normalizované na mnoZstvi vzorku

Priimérné Ct hodnoty normalizované na vstupni mnozstvi vzorku
Uc¢innost markera: 2,004412 1,861265 1,8 1,873283 1,8 1,8
celkova bakte-
AOB NOB
ridlni biomasa

Odbér Vzorek U16SRT amoA NSR NxrB1 nxrA nxrB
PUR 1 16,37 32,55 20,95 36,65 36,20 28,47

PUR 2 16,36 32,62 20,62 36,89 35,51 | 28,26

b PA 1 15,62 31,19 19,14 36,85 34,37 26,72
PA 2 15,79 31,35 19,35 34,19 34,58 | 26,99

PUR 1 16,99 32,89 21,22 36,41 36,14 28,84

PUR 2 17,35 33,02 20,97 36,89 36,50 | 28,95

2 PA 1 16,43 30,43 19,99 34,55 34,16 26,74
PA 2 16,97 30,99 20,87 34,49 34,18 | 27,63

PUR 1 17,81 33,12 21,45 38,12 35,94 28,79

PUR 2 18,00 35,13 21,49 37,27 35,38 | 28,76

> PA 1 16,51 31,22 20,64 33,40 32,73 27,42
PA 2 16,32 31,35 20,31 33,83 32,45 | 27,51

PUR 1 15,38 35,92 21,60 37,23 34,99 29,48

PUR 2 15,40 35,67 21,27 36,65 35,91 | 28,96

* PA 1 15,08 34,50 22,05 34,61 33,22 29,86
PA 2 14,50 32,39 21,03 35,38 33,40 | 28,74

PUR 1 16,84 33,06 21,17 35,06 35,15 28,67

PUR 2 16,72 33,71 20,63 35,44 35,23 | 28,91

> PA 1 16,37 34,15 23,47 35,10 34,23 31,45
PA 2 16,93 34,40 24,31 35,55 35,69 | 31,69

PUR 1 15,97 32,77 19,39 34,29 33,45 26,36

PUR 2 15,91 32,07 19,18 34,73 33,67 | 25,58

& PA 1 15,46 31,40 21,12 33,57 32,40 28,38
PA 2 15,73 33,63 21,16 35,21 34,54 29,76

44




