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SOUHRN

Nanomateridly ziskaly velkou pozornost v rlznych oblastech diky svym uni-
katnim vlastnostem. Jednou z moznych aplikacf nanovldken, diky jejich spe-
cifickému povrchu, je nosi¢ biomasy, tedy imobilizace mikroorganismt nasle-
dovana tvorbou biofilmu. ProtoZe vlastnosti nanovldkenného nosice maji
vyznamny dopad na rychlost mikrobidlni kolonizace a funkénost biofilmu, vari-
abilita parametr( pfi pfipravé nanovldken (material, modifikace, struktura povr-
chu apod.) umoznuje vytvorit specifické prostfedi pro dané bakterie.

Hlavnim cilem této prace je zkoumdni vlastnosti nanovldken pfipravenych
rdznymi zvldkrovacimi technologiemi a hodnoceni jejich aplikace pfi biolo-
gickém cisténf odpadnich vod. Jako materidl byly pro vyrobu nanovlaken vyu-
Zity dva typy polymerU, polyuretan a polyvinylbutyral, které byly zvldknény za
obdobnych podminek. Pro pfipravu nanovldkennych materidld bylo pouzito
pét zvldknovacich technologif: zvldknovani stfidavym proudem, zvldkriovani
stejnosmérnym proudem z tycky, z jehly a ze struny (technologie Nanospider™)
a elektro-odstredivé zvldknovani. Analyza struktur a morfologie nanovldken
vcetné drsnosti povrchu byla provedena pomoci skenovaci elektronové mik-
roskopie (SEM) a pomoci konfokélni mikroskopie, zatimco biologicka rozlozi-
telnost nanovldken byla stanovena normovanym respirometrickym testem
(stanovenf BSK). Na zékladé vysledkd z téchto analyz byl zvolen nejvhodnéjsf
nanovldkenny materidl pro biologické aplikace — polyvinylbutyral pfipraveny
pomoci technologie Nanospider™, ktery byl nasledné testovan v biologickém
laboratornim reaktoru jako nosi¢ biomasy. BEhem provozu bioreaktoru byl sle-
dovén pribéh nitrifikace, resp. rdst nitrifikacnich bakterii pomoci respiromet-
rie a molekuldrné-genetickych metod (FISH a real-time gPCR). Vysledky ana-
lyz ukazuji, ze zvoleny PVB nosi¢ vyrazné podporoval rist biomasy, kde bylo
pomoci molekuldrné genetickych metod nalezeno znac¢né zastoupeni nitrifi-
kacnich bakterii. Navic, chemismus reaktoru v pribéhu experimentu potvrzo-
val vysokou uUcinnost nitrifika¢niho procesu.

UvoD

Materidly z nanovldken (netkané textilie, scaffoldy a jiné 3D struktury) byly jiz
pouzity v mnoha komerc¢nich a vyzkumnych oblastech — filtrace, biotechno-
logie, rtizné environmentalni aplikace, farmaceuticky primysl, kosmetika, tka-
nové inZenyrstvi a medicina [1-3]. K pfipravé nanovldken Ize pouZit fadu dostup-
nych technik, jako je separace fazi, drawing, samoskladba, chemické depozice
z plynné faze, meltblown, elektrospinning [4] atd. Elektrostatické zvldknovani
je v soucasnosti znacné rozsifené a dadva moznost vyrabét nanovldkna v prd-
myslovém méfitku [5]. S pfipravou nanovldkennych materiald a jejich budoucf
aplikaci jsou spojena tfi zdkladni témata: (1) moznost ekonomicky vyhodné

16

velkoobjemové vyroby, (2) vhodné nastaveni a reprodukovatelnost ve viech
fazich vyroby a (3) bezpecnostni a environmentalni atributy.

Nanovldkna pfipravend pomoci elektrostatického zvldkrovani maji vysoky
pomér plochy povrchu k objemu, zna¢nou pérovitost, dobré mechanické vlast-
nosti a velmi specifické povrchové vlastnosti [1]. MoZznost zpracovani Siroké
skaly polymerd poskytuje prostor pro manipulaci a kontrolu povrchové struk-
tury nanomaterialQ, primérd vidken a poérovitosti [6]. Primér vidken a dalsi
vlastnosti Ize ovlivnit koncentraci polymeru, molekulovou hmotnosti nebo
koncentraci ¢i viskozitou roztoku, nastavenim elektrického napéti, zvolenymi
technickymi parametry zatizeni (zvldknovaci tryska, primér elektrody, vzdale-
nost elektrod apod.) a parametry okolniho prostredi [7, 8].

Polyvinylbutyral (PVB) je netoxicky polymer bez zdpachu a Setrny k Zivot-
nimu prostfedi a je vhodnou organickou slozkou pro vyrobu organickych/
anorganickych hybridnich kompozitQ. PVB je Siroce pouzivan v mnoha aplika-
cich kvali nizkym ndklad@m na vyrobu, flexibilité, dobré pfilnavosti a kvili jeho
dlouhodobé stabilité. Navic vykazuje dobré mechanické a vynikajici dielek-
trické vlastnosti a je odolny vici vihkosti (stabilita ve vodném prostfedf) [9].
Polyuretan (PUR) ma sirokou $kalu rdznych chemickych modifikaci, na kterych
zavisi jeho vysledné mechanické a fyzikalné-chemické vlastnosti. Lze pfipravit
PUR biologicky stabilni a zaroveri biokompatibilni. Tyto polymery byly vybrany
pro jejich rozdilné strukturdini viastnosti, prdmyslovou produkci (siroké vyuziti)
a dobré mechanické vlastnosti.

Nejcastéji se charakterizace nanovlakennych materidlQ zajistuje pomoci ske-
novaci elektronové mikroskopie (SEM). Jen malo pracf vsak zkouma vliv proces-
nich parametr na morfologii vysledné nanovldkenné sité 7], s vyjimkou hod-
noceni prameru vidken [5, 8, 10-12]. Za ucelem zjisténi specifickych vlastnostf
nanomateriadll je nezbytné pochopit ovlivnéni distribuce a struktury nano-
vldken samotnym zvldkrovacim procesem. Napfiklad integrita povrchu ma
znacny vliv na adhezi bunék, jejich rlst a proliferaci, zatimco vnitinf struktura
nanovldken ovliviiuje uvolfiovéani inkorporovanych biologicky aktivnich latek
a proliferaci bunék do vnitinf struktury materidlu [6]. Charakterizace nanovla-
ken je v soucasnosti povazovana za jednu z nejzajimavéjsich oblasti vyzkumu
nanovlaken. Z tohoto ddvodu jsme provedli podrobnou analyzu pfipravenych
nanovldken pomoci obrazové analyzy snimkd SEM s cilem posoudit zakladnf
strukturdlni vlastnosti nanovléken ddlezité pro biologické interakce.

Konkrétné pro biologické aplikace (napf. nosice biomasy) nanovldkennych
struktur je nutné znét jejich detailni charakteristiku, aby bylo moZné odhadnout
chovéni bakterif (biofilm) na jejich povrchu, respektive v povrchové strukture.
Zakladnimi parametry jsou povrchovy néboj, pérovitost, morfologie povrchu,
kterd silné souvisi s bunécnou adhezf a dalsi specifické fyzikidlné-mechanické
vlastnosti [13, 14]. Napfiklad u procesu nitrifikace a denitrifikace v odpadnich
vodach dochdzi k zna¢nému ovlivhiovani aktivit mikroorganism0 typem bio-
masy, ve které se bakterie nachazi (aktivovany kal/biofilm na nosic¢ich), a tedy



k ovliviiovani ti¢innosti zminénych procest. Vyhody pouZiti téchto typU nosict
v oblasti ¢isténi odpadnich vod jsou popsény ve studii Sharma a kol. [15]. V sou-
¢asné dobé je pouziti nosi¢l biomasy jedna z moznosti, jak zvysovat Ucinnosti
stavajicich COV bez nutnosti finan¢né naro¢nych stavebnich Uprav objektd.

MATERIALY A METODY

Pouzité polymery

V této studii byly pouZity dva typy polymerl — PVB a PUR. Desetiprocentni hm.
roztok PVB (Mowitals B 60 H, Kuraray America Inc., USA; primérna molekulova
hmotnost 60 000 amu) byl pfipraven v etanolu (9: 1 Et-OH: PVB). Nejvhodnéjsi
polymerni roztok PUR (tj. nejvhodnéjsi parametry pro elektrostatické zvldk-
novani, zejména pokud jde o viskozitu) byl vybran z rozmezi koncentraci PUR
v dimethylformamidu (18-35 % hm.). NemUzeme poskytnout podrobnéjsiinfor-
mace o koncentracich pouzitych v tomto bodé, protoze jsou predmétem pri-
myslové ochrany.

Pouzité zvlaknovaci metody

Pro pfipravu nanovldken bylo pouzito pét typl zvldknovacich metod (elekt-
rospinning) se stejnosmérnym a stfidavym zdrojem napéti (viz tabulky 1 a 2).
Podstatou elektrospinningu je tvorba nanovldken z polymerniho roztoku za pfi-
tomnosti elektrickych sil. Metody se lisi zdrojem napéti, typem elektrod a kolek-
tor(, usporadanim zafizeni, produktivitou, strukturou pfipravenych nanovlaken
a dalsimi specifickymi parametry.

Tabulka 1. Procesni parametry pro ptipravu PVB nanovidken
Table 1. Process parameters for the preparation of PVB nanofibers

Vzdalenost Napéti na

Napéti na
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Mikroskopicka charakterizace nanovlaken

Snimky SEM byly vyfoceny pomoci mikroskopu UHR FE-SEM Carl Zeiss ULTRA
Plus (Carl Zeiss, Némecko) pfi zvétseni 12-1 000 000x v rezimu SE a pfi akcelerac-
nim napéti 0,02-30 kV. Vzorky nanovldken (bez podkladové vrstvy) byly peclivé
nafezény na Ctverce o velikosti 5 x 5 mm a pfipevnény k ter¢im pomoci lepicf
pasky. Na vzorky byla nanesena zlaté vrstva (pfistroj Coorum Q150R ES, Quorum
Technologies, UK), aby byla zajisténa dostatecnd vodivost pro vsechny vzorky.

Analyza obrazu byla provedena v programu Matlab [16] a zahrnovala $est
zakladnich krokd, které byly naprogramovény v rdmci této prace. Konfokalni
mikroskopie byla provedena na vysoce vykonném 3D optickém mikroskopu
S neox (Sensofar metrology, Spanélsko) s objektivem EPI 20X v35, ktery umoz-
fuje bezkontaktni optické 3D profilovani. Neox pouZiva senzor s vysokym roz-
lisenim 1360 X 1024 pixell (pozorovand plocha 850,08 x 709,32 um). Vzorky
nanovladken (bez podkladu) byly nafezany na Ctverce 10 X 10 mm a pfilepeny
k laboratornfmu skli¢ku pomoci lepici pasky, ¢imz byla zajisténa stabilita vzorkd
pro vyhodnoceni povrchu. Na vzorky byla nanesena zlatd vrstva pro snizenf
transparentnosti nanovlaken.

Biodegradace nanovlaken

Biologickd rozlozitelnost nanovldken byla stanovena pomoci respirometrie
na zakladé meéfeni biologické spotfeby kysliku (BSK) v pfitomnosti aerobnich
mikroorganismU ve vodném prostiedi podle EN ISO 1485. Hodnota BSK byla
mérena pomoci respirometru Micro-Oxymax (Columbus Instruments Int., USA).
Ktestu byla pouzita destilované voda (vodivost 3,0 S-«cm™) a standardni testovaci
medium (podle normy). Bakteridlni inokulum bylo pfipraveno odsazenim akti-
vovaného kalu odebraného z ¢istirny odpadnich vod (Liberec, Ceské republika;

Proud na Proud na

Metodazvidkovani | | trod (m) elektrodé (kV) kolektoru (kV) elektrodd (mA) kolektoru (mA) 1 <) H (%)
AC elektrospinning - 35-37 - max. 1,5 - 22-25 22-28
Tycka (DC) 0,120 14-20 - max. 0,8 - 22-25 22-28
Nanospider (DC) 0,142 37-41 -16--18 021-0,22 02-0,27 22-25 15-21
Jehla (DC) 0,120 18-22 - max. 0,5 - 22-25 22-28
Odstredivé (DC) 0,095 15 - max. 0,5 - 22-25 23-29

Tabulka 2. Procesni parametry pro pripravu PUR nanovidken

Table 2. Process parameters for the preparation of PUR nanofibers

... ., , Vzdalenost Napéti na Napéti na Proud na Proud na .

Metodazviakiovani , trod (m) elel:(trodé (kV) koIZktoru (KV) elektrods (mA) kolektoru ma) 10O H(%)
AC Electrospinning - 35-37 - max. 1,5 - 22-25 22-28
Rod (DC) 0,120 17-23 - max. 0,8 - 22-25 22-28
Nanospider (DC) 0,142 40-44 -16—--18 0,21-0,22 0,2-0,27 22-25 15-21
Needle (DC) 0,120 20-24 - max. 0,5 - 22-25 22-28
Centrifugal (DC) 0,095 15 - max. 0,5 - 22-25 23-29
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vzorkované na konci nitrifikacni nadrze). Hmotnost sudiny kalu byla 4,3 g’
a hodnota KTJ (kolonie tvofici jednotky) byla stanovena na 100 000 KTJ-ml.
Vzorky byly méreny v duplikdtu po dobu 28 dnt. Vysledné hodnoty biodegra-
dace Dt pro kazdy vzorek byly vypocteny jako (BSK * 100)/TSK, kde TSK je teore-
tickd spotreba kysliku v mg-g™.

Laboratorni biologicky reaktor

Model biologického reaktoru (obr. ) tvori oteviend silnosténnd sklenénd nddoba
(@24 cm)oobjemul8litri.Nadnénadobyjsoupostranachinstalovany provzdus-
novaci elementy napojené na dmychadlo (AirMac, DB40, 48 I-min”), které zajis-
tuje homogenni provzdusnovani systému. Pfed zahdjenim provozu byl bioreak-
tor inokulovan aktivovanym kalem z nitrifika¢ni nadrze komunalni COV Liberec.
Do reaktoru byla jako natok pfivadéna modelova odpadnivoda obsahujiciNH,Cl
jako zdroj dusfku a fosfatovy pufr pro stabilizaci pH a jako zdroj fosforu (PO,*).
Celkovy objem vody v reaktoru byl 8 | (pfi maximalnim naplnénf). Kontinuainf
provoz byl zajistovan peristaltickymi cerpadly (Watson Marlow Sci-Q323).
Na dné nadoby byly v nerezovych rédmeccich umistény testované nosice bio-
masy o velikosti 55 x 55 mm. Cely systém nosic¢l byl nepretrzité ponoren.

Cerpadlo natoku Cerpadlo odtahu

— —

Natok Odtah

Nosice

=

Odtok

o

Dmychadlo

Aeracni prvek

Obr. 1. Schéma prototypu biologického reaktoru pro testovani nosict biomasy
Fig. 1. Schema of a prototype biological reactor for testing biomass carriers

Tabulka 3. Seznam testovanych markerd
Table 3. List of tested markers

Biologicky modul pracuje jako SBR (Sequencing Batch Reactor) ve dvou ope-
ra¢nich cyklech béhem dne. Prvni tfi dny probihalo v bioreaktoru cyklické opa-
kovani nasledujicich procest: natok + aerace (10,5 h), ndtok + sedimentace (0,5 h)
a odtah odpadnf vody na polovinu objemu reaktoru (0,5 h). Po odkaleni biore-
aktoru (po tfech dnech od spusténi) byla aerace spusténa nepfretrzité a k sedi-
mentaci jiz nedochdazelo. Dale byla udrzovéna pouze biomasa pfisedla/narostla
na nosicich, tj. bez suspendovaného kalu. Teplota vody byla stabilné v rozmezi
19 a7 22 °C a pH v neutrdInf oblasti, nanejvys v mirné kyselené. Koncentrace jed-
notlivych slouc¢enin dusiku a fosforu a CHSK byly méfeny pomoci kyvetovych
testl (od spole¢nosti Lange) na spektrofotometru HACH DR 6000 UV-VIS od
spole¢nosti Hach-Lange.

V pribéhu experimentu byl vyvoj nitrifikacnich bakterif, tj. amoniak oxiduji-
cich (AOB) a dusitan oxidujicich (NOB) bakterif, v biofilmu na nanovldknech pozo-
rovan pomoci real-time kvantitativni polymerazové fetézové reakce (qPCR). Na
konci experimentu byla navic pfitomnost AOB a NOB na nanovldknech analy-
zovana pomoci metody fluorescencni in situ hybridizace (FISH) a aktivita nitrifi-
kacni mikroflory byla sledovana pomoci respirometrického méfent.

Metody molekularné-genetické

Pro detekci pritomnosti AOB a NOB v biofilmu na nanovldknech z bioreaktoru
pomoci molekuldrné-genetickych metod, real-time gPCR a FISH, byla vytre-
pana biomasa ze Ctverce nanovldken o velikosti 6 X 6 mm pouZitim ultrazvuku
(15 min, 35 kHz, 20 °C). Z vytfepané biomasy byla pro Ucely real-time PCR prove-
dena extrakce bakteridIni DNA, zatimco pro FISH analyzu probéhla fixace a per-
meabilizace bunék.

Extrakce DNA z biomasy byla provedena pomoci kitu specializovaného
na vysoce inhibované vzorky, NucleoSpin Soil (Macherey-Nagel, Némecko).
Koncentrace DNA byla méfena pomoci fluorometru Qubit® 2.0. Z izolované DNA
byla provedena real-time qPCR analyza na pfistroji LightCycler® 480 (Roche). Jako
fluorescencni zdroj bylo pouzito fluorogenniinterkalacni barvivo typu SYBR Green.
Cilem gPCR analyzy bylo na jednotlivych nosicich detekovat jak celkové bakteridInf
ozivenli, tak pfitomnost funkenich gent a klicového mikrobidlntho konsorcia podi-
lejicich se na obou krocich nitrifikace, oxidace amoniaku (AOB) a dusitanu (NOB).
Informace k testovanym markertm pro real-time gPCR jsou uvedeny v tabulce 3.

Cilova skupina Marker Gen Sekvence markeru (3‘ - 5)2  Zdroj
F: ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
bakterie UT6SRT 16S rDNA (Clifford, 2012)
R: TATTACCGCGGCTGCTGGC
F: GGGGTTTCTACTGGTGGT
AOB amoA amoniak monooxygendza, Nitrosomononas sp. (Rotthauwe, 1997)
R: CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC
F: CCTGCTTTCAGTTGCTACCG
NOB NSR 16S rDNA Nitrospira sp. (Dionisi, 2002)
R: GTTTGCAGCGCTTTGTACCG
F: TACATGTGGTGGAACA
NOB nxrB nitrit oxidoreduktdza (3 subjednotka, Nitrospira sp. (Pester, 2013)
R: CGGTTCTGGTCRATCA
F: ACGTGGAGACCAAGCCGGG
NOB NxrB1 nitrit oxidoreduktdza (3 subjednotka, Nitrobacter sp. (Vanparys 2006; Geets, 2007)
R: CCGTGCTGTTGAYCTCGTTGA
F: CAGACCGACGTGTGCGAAAG
NOB nxrA nitrit oxidoreduktdza a subjednotka, Nitrobacter sp. (Poly, 2008)

R: TCYACAAGGAACGGAAGGTC



Protokol metody FISH sestaval ze ¢tyr zékladnich krokd: (1) fixace a permea-
bilizace bunék, (2) hybridizace fluorescencnich sond specifickych pro EUB, AOB
a NOB, (3) vymyti nenavdzanych sond a (4) mikroskopickd analyza. Detekce
oznacenych bunék byla provedena pomoci fluorescencniho mikroskopu ZEISS
Axio ImagerM2 s kamerou AxioCamlCcl. Kvantifikace oznacenych bunék na
snimcich z fluorescen¢niho mikroskopu byla provedena pomoci programu
Matlab (MathWorks). Vyhodnoceni pfitomnosti a mnozstvi specifickych bakte-
rif (AOB, NOB a EUB) bylo provadéno na zakladé poméru ploch bunék s cerve-
nou fluorescenci (AOB nebo NOB) k oblastem bunék se zelenou fluorescenci
(EUB). Z kazdého vzorku bylo pofizeno cca 20 snimkd. Pouzité FISH sondy jsou
shrnuty v tabulce 4.

Metoda respirometricka

Systém respirometru Micro-Oxymax (Columbus Instruments) se v zdkladu
sklddad z cerpadla vzorkd, rozdifovaciho rozhrani a individuainich plynovych
¢idel pro kazdy méfeny plyn. Pratoky plynd mohou byt zvoleny od 100 do
500 ml-min™ a rozsahy senzor( jsou pro CO, 0-09 % a pro O, 15-21,5 %.

Pro respirometrické méfeni byl vzorek nanovldkenného nosice z bioreaktoru
(Ctverec 55 x 55 mm) umistén do ldhve obsahujici 200 ml BSM média, 20 mg:”
N-NH,* a 10 ml fosfatoveho pufru. Pipravené ldhve byly nasledné umistény
na respirometr, kde byl po zadani parametrd meéfeni cely systém utésnén,
a lahve se vzorky byly umistény na trepacku, kterd zajistovala promichavani
obsahu béhem meéfeni. Vyhodnoceni respiraci probihalo v programu Matlab
(The Mathworks, Inc.).

VYSLEDKY A DISKUSE

SEM a analyza obrazu

Vizualizace struktury nosi¢d pomoci SEM (obr. 2) a naslednd analyza obrazu se
v této studii ukdzaly jako klicové pro pochopenf interakci mezi burikami a nosi-
¢em. Analyza SEM snimkd (obr. 3) pfispéla k rozliseni zékladnich rozdilG mezi tes-
tovanymi nanovlakennymi materidly a umozZnila stanovit nejvhodnéjsi polymer
a metodu pro pfipravu vhodného nosice biomasy.

Tabulka 4. Seznam a popis pouZitych FISH sond
Table 4. List and description of used FISH probes

Sonda Sekvence bazi (5° - 3¢) Specifikace
EUB338  GCT GCCTCC CGT AGG AGT VetSina bakterii, viaken
i jednotlivych bunék
EUB338II GCA GCC ACC CGT AGG TGT Planctomycetales
EUB333llI GCT GCC ACC CGT AGG TGT Verrucomicrobiales
Nsol90  CGATCC CCTGCTTTTCTCC Amoniak oxidujici bakte-
rie, betaproteobakteria
Nsol225  CGCCATTGTATTACGTGTGA  moniak oxidujici bakte-
rie, betaproteobakteria
Ntspa712 CGC CTT CGC CACCGG CCTTCC  Phylum Nitrospirae
Ntspa662  GGA ATT CCG CGC TCCTCT Genus Nitrospira
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Obr. 2. SEM snimky nanovldkennych nosi¢t PUR (vlevo) a PVB (vpravo) z metod (a, A)
AC elektrospinning, (b, B) tycka (DC), (¢, C) Nanospider™ (DC), (d, D) jehla (DC) a (e, E)
elektro-odstredivé zvldknovani (DC); méfitko odpovidd 5 um

Fig. 2. SEM images of nanofiber carriers PUR (left) and PVB (right) from methods (a, A)
AC electrospinning, (b, B) rod (DC), (¢, C) Nanospider™ (DC), (d, D) needle (DC) and (e, E)
electro-forcespinning (DC); the scale corresponds to 5 um
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Obr. 3. Vysledky analyzy obrazu SEM: (a) prdmér vldken (v nanometrech), (b) pérovitost
vldken (v procentech); vsechna data jsou zobrazena jako priimérné hodnoty se stan-
dardnf odchylkou

Fig. 3. Results of SEM image analysis: (a) fiber diameter (nanometers), (b) fiber porosity
(percent); all data are displayed as mean values with standard deviation
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Obr. 4. Snimky z konfokalni mikroskopie povrchu nanovldkennych nosi¢d PUR (a—e) a PVB (f-j) z metod (a, f) AC elektrospinning, (b, g) tycka (DC), (c, h) Nanospider™ (DQ), (d, i) jehla
(DQ) a (e, j) elektro-odstredivé zvldknovéani (DC); horni vrstvy nanovldken jsou zobrazeny cervené, zatimco spodni vrstvy nanovldken jsou modré
Fig. 4. Confocal microscopy images of the surface of nanofiber carriers PUR (a—e) and PVB (f-j) from methods (a, f) AC electrospinning, (b, g) rod (DCQ), (c, h) Nanospider™ (DC), (d, i)

needle (DC) and (g, j) electro-forcespinning (DC); the top layers of nanofibers are shown in red, while the bottom layers of nanofibers are blue

Nejmensi primeér méla u obou polymer( nanovldkna vyrobend metodou
DC elektrospinning z jehly, coz bylo pravdépodobné zplsobeno horizontélni
konfiguraci jehlové elektrody, kterd mé navic maly pramér. Polymer prochazi
Uzkym prostorem na vystupu z elektrody (jehly), a proto je jiz v tomto bodé
tvarovén. Jakékoli snizeni vnitiniho prdmeéru jehly zvysuje povrchové napéti
roztoku a ma za nasledek mensi kapicky, coz zplsobuje snizeni rychlosti leti-
cfho nanovlakna a poskytuje delsi ¢asovy Usek pro tazeni, resp. tvareni vldkna.
Naopak nejsilngjsi nanovldkna byla ziskdna z odstfedivého elektrostatického
zvldknovani s PVB polymerem, kde nedochdazelo k tak vyraznému tazenf vldken
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jako v pfipadé metod ostatnich (kratsi drdha letu vidkna). Jiné zpUsoby zvldk-
novani nevykazovaly znatelné zmény priimérd nanovldken. PUR nanovldkna
méla také tendenci byt kompaktnéjsi (tj. hustéjsi uspofaddani) a tvofila kohe-
rentnéjsi vrstvu obsahujici méné viditelné defekty, tj. mezery mezi vidkny byly
rovnomernéjsi.

Poréznost PUR polymeru doséhla hodnot v rozmezi 38 az 45 %. Velikost
pord byla mirné vétsi pfi pouziti AC a odstfedivého elektrostatického zvlak-
novani. PVB nanovldkenné struktury vykazovaly drsneéjsi usporadani povr-
chu a chaotictgjsi fazeni jednotlivych vldken, coz pravdépodobné souviselo



s porovitosti struktur. Nejnizsi porozity a velikosti port pro PVB bylo dosazeno
na Nanospideru, avsak vysledky porozit se globalné pfilis nelisi.

Vyhodnoceni dale ukdazalo, ze typ zvoleného polymeru i pouzitd zvlakno-
vaci technologie mély vyrazny vliv na uspofddanost nanovldkenné struktury.
Nejvyssi linearita vldken byla dosazena odstfedivym elektrostatickym zvlakno-
vanim s PVB polymerem, zatimco nejvyssi stuper neusporadanosti vykazovaly
PUR nanovldkna pfipravend AC zvldknovanim.

Konfokalni mikroskopie

Chovani bunék na polymernich materidlech (napf. adsorpce a proliferace) zavisf
do zna¢né miry na povrchovych vlastnostech materidlu, véetné smacivosti, hyd-
rofility/hydrofobity, chemickém slozenti, distribuci povrchového naboje, tuhosti
a zejména drsnosti povrchu. PFi studiu povrchu nanovldkennych struktur
pomoci konfokalni mikroskopie Ize hodnotit jejich makro-geometrii (tvar, zavl-
néni povrchu), mikro-geometrii (drsnost povrchu) a nano-geometrii (drsnost
jednotlivych vldken). Tato metoda je povazovéna za uzite¢nou a nedestruktivni
moznost charakterizace povrchu Siroké $kaly materiald. Clenitost povrchu PVB
nanovlaken je zobrazena na obr. 4.

Priimérna drsnost povrchu Sa (um)

AC Tycka

Nanospider Jehla Odstredivé

PUR PVB

Obr. 5. Drsnost povrchu nanovldken (Sa) stanovena z analyzy snimkd konfokdlni mikro-
skopie je zobrazena jako prdmérna hodnota se standardni odchylkou

Fig. 5. Nanofiber surface roughness (Sa) determined from confocal microscopy image
analysis is shown as the mean value with standard deviation

Hlavni rozdil mezi nanovldkennymi strukturami PUR a PVB z rliznych zvlak-
novacich metod byl v drsnosti povrchu nanovldken (obr. 5), jak ukazuje kon-
fokaIni mikroskopie. Ve vétsiné pripadl meél PUR hladsi povrch, coz mize byt
dano jeho specifickymi vlastnostmi (viskoelasticky a vykazuje slabsi intramo-
lekularni sily). Naproti tomu PVB je amorfni termoplasticky polymer, jehoz
nanovldkenna vrstva vykazovala drsnéjsi povrch, tj. nanovldkna vyc¢nivala vice
na povrch a netvotila hladkou rovnomérnou vrstvu. To bylo pravdépodobné
zpUsobeno vyssi pritomnosti deformovanych nanovlaken ve vrstvé PVB v kom-
binaci s jejich chaotickym usporadanim. Nejednd se tedy pouze o plosnou
nerovnomeérnost povrchu, ale o bodové vystupy (,nano” a ,mikro” drsnost
povrchu), které jsou dllezité praveé pro adhezi mikroorganismd k substratu [17].
Konfokalni mikroskopie i analyza SEM ukdazaly, Ze z DC metod maji vrstvy kom-
paktnéjsi a jemnéjsi povrchy nez z metody AC a odstfedivého elektrostatického
zvldknovani.
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Biodegradace nanovlakennych nosicu

Rychlost degradace polymeru zévisi prfevédzné na jeho chemické strukture, pfi-
tomnosti hydrolytickych nestabilnich vazeb, drovni hydrofility/hydrofobity, kry-
stalické nebo amorfni morfologii, poméru jednotlivych pomérl slozek kopoly-
meru nebo jeho molekulové hmotnosti [10]. Ocekdva se, Ze bunécnd proliferace
i biologické rozlozitelnost budou také zéviset na usporadéani a geometrii nano-
vlakennych materidlt [18].

Biodegradace v této studii byla obecné velmi nizkd pro oba polymery (ze
viech metod). Byla prokdzéna stabilita obou polymer( v inokulovaném vod-
ném prostiedi a na zakladé vysledkU Ize jako jediny, avsak nepatrny, rozdil zmi-
nit zanedbatelné vy3sf stabilitu PUR oproti PVB (v jednotkach tisicin procent).
Biodegradace viech pfipravenych nosi¢l tedy byla z makro-hlediska zanedba-
telnd, a tedy tyto nosice se jevijako vhodné pro pouzivani ve vodném prosttedi.

Biologické testovani nosicl

Na zakladé vyse zminéné charakterizace nanovléken byla pro testovéni v bio-
reaktoru vybrana PVB nanovldkna pfipravena Nanospiderem jako nejvhodnéjsi
materidl z hlediska predikované proliferace bunék, naro¢nosti pfipravy a eko-
nomickych parametrd. Pfi vybéru nejvhodnéjsi zvldknovaci metody bylo nutné
zohlednit moznost prdmyslové produkce nanovldken Nanospiderem, coz
vyrazné snizuje celkové ndklady na vyrobu. PVB je dnes velmirozsifeny polymer,
jehoZ cena umoznuje pfipravu levnych, ale zéroven velmi kvalitnich materiald.
Vyrobni cena vrstvy PVB nanovlaken vyrobené pomoci Nanospideru se pohy-
buje v fadech korun za 1 m? Navic, nanovldkna PVB pfipravend timto typem
zvldknovani maji vhodné strukturdlni viastnosti a pfiprava zvldknovaciho roz-
toku je velmi snadnd (prosté rozpusténi polymeru PVB v etanolu v daném
poméru). Naopak v pfipadé PUR je pfiprava zvldknovaciho roztoku podstatné
slozitéjsi (nastaveni zvldknovacich parametrd, precizni namichanf polymerniho
roztoku a nizké zvlaknitelnost metodou Nanospider) a cena jednotlivych slozek
je vyssi. Ekonomicky pfijatelnd varianta vyroby nanovldkennych nosicd je také
pomoci metody AC elektrospinning. Vrstvy z této metody jsou viak vice neu-
spofadané a jejich mechanickd stabilita je podstatné nizsi. U ostatnich metod
se cena piilis navysuje diky nizké produktivité a ndrocnéjsi obsluze zafizeni.

Porozita na Urovni 45 % u PVB je pfijatelnd pro osidlovani bakteriemi a zéro-
ver nenf pfilis velkd, aby se mikroorganismy dostévaly hluboko do vnitfni struk-
tury, kde se znac¢né snizuje kontakt s polutanty a dochazi k nahromadéni neak-
tivniho biofilmu. Z hlediska povrchu je PVB oproti PUR jednoznac¢né vyhodnéjsi
material pro vyrobu nosice biomasy, jelikoZ PUR je spise hladsi bez vyraznéjsich
bodovych vystupd. Bioreaktor s vybranymi PVB nosici byl v provozu dva mésice
a byl sledovan nardst biofilmu na nosicich, resp. aktivita mikroorganismda.

CHEMISMUS REAKTORU
Prlbézné fyzikdlné-chemické testovani reaktoru (tabulka 5) slouZilo ke sledo-
vani ucinnosti nitrifikace.

Cilem chemické analyzy bylo sledovéni rozdilnych koncentraci amoniakal-
niho dusiku ve vstupni (modelové) vodé a v odtoku. Z poklesu koncentrace
N-NH,*iont a z narlstu N-NO, iontl bylo mozné sledovat miru oxidace amo-
niakélniho dusiku na dusi¢nany. Sledovanim koncentrace dusitant byla ovéro-
vana kompletnost nitrifikace.

Koncentrace N-NH,* v modelové vodé (natok) kolisala mezi 9,5 a 15,0 mg-I".
Koncentrace N-NH,* v odtoku z reaktoru byla typicky mensi nez 0,5 mg-l", coz
ukazuje na vyssi nez 95% Ucinnost oxidace amoniaku. Kompletnf nitrifikace byla
prokazana zanedbatelnou koncentraci N-NO, iontd v reaktoru (< 0,1 mg:l").
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Tabulka 5. Vysledky analyz chemismu bioreaktoru v tydennich intervalech
Table 5. Results of bioreactor chemistry analyzes at weekly intervals

CHSK N-NO N-NO N-NH
Odbér ) 2 : . pH
[mg-I"]  [mg"] [mg-I"] [mg-I]
1. tyden 1 1,570 9.2 2,680 59-8,0%
2. tyden 57 0,244 n2 0,286 54-76*
3. tyden 52 0,071 10,7 0,157 6,/ ->70%
4. tyden 57 0,003 11 0,080 70
5. tyden 51 0,084 12,3 0,055 6,9
6. tyden 50 0,089 13,0 1,620 53-75%
7. tyden 51 0,058 151 0,143 73
8. tyden 12,0 0,045 16,1 0,029 70
*oH upraveno ptidavkem NaOH (20 mg:I")
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Obr. 6. Relativni kvantifikace celkové a specifické bakteridIni biomasy na jednotlivych
kvadruplikdtech v pradbéhu experimentu vici prvnimu odbéru

Fig. 6. Relative quantification of total and specific bacterial biomass for individual

quadruplicates during the experiment compared to the first sampling

VYSLEDKY MOLEKULARNI GENETIKY
Ve viech vzorcich PVB nanovldken odebranych z bioreaktoru bylo celkové bak-
teridIni ozivenina vysoké Urovni.V pribéhu experimentu byl na véech nanovlak-
nech detekovan v nizkém mnozstvi funkéni gen koduijici klicovy enzym oxidace
amoniaku (amoA) specificky pro AOB Nitrosomonas. Napodobné bylo mnozstvi
funkenich genl specifickych pro NOB Nitrobacter (NxrBI, nxrA) na viech nano-
vldknech v prlibéhu experimentu velmi nizké az na mezi detekce. Markery spe-
cifické pro NOB Nitrospira (nxrB, NSR) byly, na rozdil od NOB Nitrobacter, deteko-
vany jiz ve velkém mnozstvi na viech nanovlaknech od prvniho odbéru.
Narlst celkové a testované specifické bakteridlni biomasy na jednotli-
vych nanovldknech v prdbéhu experimentu byl vyjadien pomoci relativni
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Obr. 7. Ukazka snimkd z FISH analyzy posledniho odbéru, z kazdé sady snimk0 vybran

jeden od kazdého z kvadruplikdtu pro AOB (vlevo) a NOB (vpravo)
Fig. 7. Images from the FISH analysis of the last sampling, one from each set of images
for AOB (left) and NOB (right)

selected from each of the quadruplicates

kvantifikace (obr. 6), jenz popisuje relativni zménu mnozstvi daného mar-
keru vUci referen¢nimu vzorku, kterym je v tomto pfipadé vzorek z 1. odbéru.
Hodnota relativni kvantifikace referencniho vzorku je 1. Pokud je hodnota rela-
tivni kvantifikace vzorku 2, znamena to, Ze v tomto vzorku je dvakrat vice cilové
DNA nez v referencnim vzorku. V pfipadé specifického funkéniho genu amoA
(AOB Nitrosomonas) byl pozorovan postupny narlst v pribéhu experimentu
u viech nanovldken, stejné tak v pfipadé NOB Nitrospira (NSR, nxrB). V priibéhu
experimentu se testovana bakteridlni biomasa vyrazné nemeénila, coz indikuje,
Ze v 1.odbéruy, tedy po 14 dnech od zanofeni nanovldken, byl na povrchu nano-
vldken jiz stabilni biofilm. MnoZstvi testovanych markerl se vyrazné nelisilo
mezi jednotlivymi kvadruplikaty.

Vysledky FISH analyzy posledniho odbéru potvrzuji zavéry z gPCR analyzy.
Ze snimkd (obr. 7) je patrné nizké celkové mnozstvi AOB ve vzorcich. Naopak
znac¢né zastoupeni ¢ervené barvy (NOB) k zelené (EUB) ve snimcich je pro NOB,
kdy se jednotlivé kvadruplikéty pfilis nelisi.



Celkové nizsi mnozstvi AOB oproti NOB je bézny jev, ktery se vyskytuje na
COV. Pomér AOB/NOB hraje zasadni roli v optimalizaci nitrifikacniho procesu.
V pripadé rychlejsiho rdstu AOB oproti NOB bude dochéazet k akumulaci dusi-
tanl v systému, coz povede k vytvareni toxického prostfedi. Nastésti bylo pro-
kdzdno, ze NOB maji dominantni zastoupeni v nitrifikacnim procesu a redlna
situace neodpovida teoretickym predpokladdim, podle kterych by mély v sys-
tému prevazovat AOB [19, 20].

RESPIROMETRICKE TESTY

Respirometrie s nosi¢i PVB (po dvoumési¢nim testovani v biologickém reak-
toru) byla provedena v kvadruplikdtu s kontrolnim vzorkem. Vysledky rych-
losti spotfeby O, (obr. 8) ukazovaly dobrou aktivitu nitrifika¢nich bakterii oproti
blanku (pouze medium bez inokula). S ohledem na slabou vrstvu biofilmu na
nosi¢ich byla Gc¢innost tohoto systému znacnd, coz bylo potvrzeno stanove-
nou koncentraci N-NH,* ve vzorcich po ukoncenf respirometrie, ktera byla nizsf
nez1.Nanovlakenné nosice nevykazovaly po ukoncovani experimentu viditelné
poskozeni, tj. struktura se z makro-pohledu nezménila oproti plvodnimu stavu.

3

0,5

Rychlost O, (mg-L"-h")

50

Obr. 8. Rychlost spotteby kysliku pfi zavére¢ném testovani PVB nosi¢l na respirometru

Fig. 8. Oxygen consumption rate during the final testing of PVB carriers on the
respirometer

ZAVER

V rdmci vyvoje nanovldkennych struktur je velmi dllezité detailné analyzovat
a charakterizovat dané materidly. V pripadé testovani téchto struktur v systé-
mech cisténi odpadnich vod (nosi¢e biomasy) je dlezita i spravna interpre-
tace a hodnocenf rstu biofilmu na testovanych nosic¢ich. Biologické testy jsou
zalozeny na odlisnych principech a vysledky analyz réiznych metod jsou velmi
Casto slozité porovnatelné. Metoda respirometrickd hodnoti aktivitu speci-
fické skupiny mikroorganisma v pribéhu méfeni a dava celkovy nahled o stavu
sledovanych bakterii. Oproti tomu metody molekuldrné genetické poskytuj
detailni ndhled do biofilmu na drovni DNA a sleduji tedy konkrétni mikroor-
ganismy (kvalitu i kvantitu), které se zde nachdzeji. Analyza SEM snimkd pfi-
pravenych materiald se ukéazala jako nezbytna pro charakterizaci nanovldkenné
vrstvy. Pomoci této analyzy byly stanoveny parametry, tj. prdmeér vldken a poro-
zita, pro urcenf nejvhodnéjsiho materidlu pro sledované biologické aplikace.
Pomoci konfokalni mikroskopie bylo mozné detailné zobrazit drsnost povrchu,
kterd je zdsadni pro adhezi Cistirenskych bakterif, a vybrat tak vhodny material
pro testovani.

Z vySe uvedeného vyplyva, ze klicovymi prvky pro vybér vhodného materi-
alu k pfipravé nosic biomasy jsou vysledné struktury nanovldken, jejich povrch
a stabilita ve vodném prostredi. Primér vidken rozhoduje o povrchové plose
a mechanickych vlastnostech, coz jsou dllezité parametry jak pro adhezi bak-

terii, tak pro Zivotnost samotného nosic¢e. Charakteristiky povrchu jsou zasadnf
pro bakteridIni adhezi a prostupnost bakterii a jejich extraceluldrni matrix
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tésné pod povrch (zabudovani biofilmu do povrchu). S timto souvisi i porozita
nanovldkenného nosice, kterd musi umoznit bakteriim vstup do vnitini struk-
tury nosice, ale pouze do urcité hloubky. V pripadé prilis velkych pérl dochéazi
smérem dovnitf k zahustovani biofilmu a ve vzdalenégjsich vrstvach jiz nedo-
chazi ke kontaktu s polutanty ve vodé, coz vede k Ubytku bakteridIni populace.
V této fazi mGze dochazet ke zvysovani hmotnosti nosice, coz je nezddouci. Na
zakladé vyjmenovanych parametrl a s ohledem na ekonomickou naro¢nost
byl jako idedInf nosi¢ vybran materidl z PVB nanovldken pfipraveny metodou
Nanospider. Primér nanovldken (cca 400 nm) v tomto pfipadé zajistuje dobrou
mechanickou stabilitu vrstvy a zarover vidkna tvoff dostate¢né jemnou vnitini
strukturu, coz je pro bakterie vyhodné. Porozita této vrstvy je v rozmezi, kdy
bakterie a jejich produkty nepronikajf pfilis hluboko do struktury nosice, ale
zaroven v blizkosti povrchu jim vytvafi vhodné prostfedi. Povrch je dostate¢né
¢lenity a umozniuje vybornou bakteridlni adhezi.

Biologické testovani v bioreaktoru a nésledné hodnoceni biofilmu uka-
zalo, ze velmi specificky povrch PVB nanovlédken pfipravenych technologif
Nanospider umoznuje velmi kvalitni adhezi ¢istirenskych bakterii, které jsou
v takovém biofilmu aktivni a jsou ¢astec¢né chranény pred nepfiznivymi vlivy.
Vysledky byly potvrzeny vsemi hodnoticimi metodami. Dal3f vyvoj je sméfovan
do aplikovatelnosti téchto nosi¢l biomasy na poloprovozni testovani, kde musf
byt bran ohled predeviim na ekonomickou pfinosnost.
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Nanomaterials have attracted great attention in diverse areas because of their
unique properties. One of the possible nanofiber applications, due to their high
surface area, is a biomass carrier, thus the immobilization of the microbial cells
followed by the biofilm formation. Because the microbial colonization and bio-
film functionality on the nanofiber surface are influenced by the characteristics
of the nanofiber carriers, it is possible to create a specific environment for bac-
teria by setting various parameters of the nanofiber preparation, such as mate-
rial, modification and surface structure.

The aim of this work is to examine the characteristics of nanofibers prepared
by different electrospinning techniques and evaluate them for the application
in the biological wastewater treatment. Two types of polymer, polyurethane
and polyvinyl butyral, were used for nanofiber production. In total, five elec-
trospinning techniques were employed for nanofiber preparation: alternating
current (AC) electrospinning, direct current (DC) rod electrospinning, DC sin-
gle-needle electrospinning, DC needleless electrospinning Nanospider™ tech-
nology and electro-centrifugal spinning. The morphology and structural anal-
ysis of prepared nanofibers, including the surface roughness, was performed
using a scanning electron microscopy (SEM) and confocal microscopy. The bio-
degradation of nanofibers was assessed using standardized respirometric tests.
Based on the analysis results, the most suitable nanofiber material for biological
applications was determined — polyvinyl butyral prepared using Nanospider
technology, which was subsequently tested in a biological laboratory reactor
as a biomass carrier. The nitrification process and nitrifying bacteria in the bio-
reactor were monitored using respirometry and molecular-genetic methods,
specifically, FISH analysis and real-time qPCR analysis. Additionally, the appli-
cability of nanofiber carriers was evaluated for the biological wastewater treat-
ment. The results of the analyzes show that the chosen PVB carrier significantly
supported the growth of biomass, where a significant proportion of nitrifying
bacteria was found using molecular genetic methods. In addition, the chem-
istry of the reactor during the experiment confirmed the high efficiency of the
nitrification process.



