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ABSTRAKT

Tato prace byla zattena na sledovani chovani mikrobiélnichéelo kalovych suspenzi,
aerobnich i anaerobnich. Byly sledovaayné vlivy na rozpadi tvorbu viactek a byly do-
kumentovanyadou fotografickych sninik Tyto byly vyuZity pro poz&Si posouzeni pou-
Zitelnosti digitalni analyzy obrazu k objektivizatikroskopického hodnoceni aktivova-

nych kat.

Kli¢ova slova: vligka, aktivovany kal, bakterie, digitalni analyza

ABSTRACT

This work was focused on monitoring of sludge sasmn flocks, aerobic as well as an-
aerobic. We tracked various influences on disirgggn or production of flocks. These
influences were documents with series of photogcapictures. We used these photo-
graphic pictures for digital image analyse to obfeation the microscopic classification

of activated sludge.

Keywords: floc, activated sludge, bacteria, digétaalyse
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UvoD

Jednim z faktar ovlivijici zdravi lidstva j&istota vody, jiz od dob minulych byl
vzdy WtSi paet osidleni tam, kde se vyskytov&iata a nezavadna voda. Jejmé, ze i
v této dolg byla voda zn&Stovana, ale saméstici schopnost vody si s timto Zigenim

dokazala poradit.

S postupentasu se vSak lidstvo vyvijelo adistoty vypoustné do vod byly stale
agresivijSiho charakteru. Sam#istici schopnost vodyipstala st a vody se stala za-
vadrejSi. Nastup pmyslové revoluce a tudiz i technického pokrokupedcistotu vody

znamenal katastrofu, se kterou se lidstvo potykdross.

Cht necht bylo proclovéka nevyhnutelné se s timto Zitenim vyrovnat. Vzni-

kaly tak prvni ,tovarny* zabyvajici sg8sténim zavadné vody tz¥istirny odpadnich vod.

Hlavni proce<isteni odpadnich vod probihd v aktérdach nadrzich, ty obsahuji ka-
lovou suspenzi slozenou zejména zéelo a z vold se vznasSejici masy #anych druli
organickych i anorganickych latek gz zavadnycki nezavadnych.

K odstrarni téchto latek dochazi diky bioflokudaim schopnostem bakterialni ma-

sy @ritomné zejména ve wkiach aktivovaného kalu.

Je tak v zaimuloveka, aby tato bakterialni masa obsazena veékelch ntla co
nejlepsi podminky pro to, aby efektivita a tudidokonalejSi odstraimi zne&ist'ujicich la-

tek v odpadnich vodach byly co nejvyssi.
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1 VYZNAM VLO CEK AKTIVOVANEHO KALU

VétSina bugéné biomasy neni voénsuspendovana v objemu kapaliny, ale je i&po

dana ve viokach.

Vlo¢ky jsou komplex struktur, ktery je tieny z mikrovi@ek, ty obsahuji metabo-
licky aktivni i zmirajici bakterie a jiné organismgjich sloZeni a aktivita sedmi se stm
kalu. Vlocky drzi pohromaé diky polymerni matrici, jejiz chemické sloZenirjgnorodé,
vétSinovou slozkou je vSak uvéab jako EPS — Extracelular Polymeric Substancetraex
celularni polymerni latky. Extracelularni polymgspou slozeny z vysokomolekulérnich
bilkovin, polysacharid, DNA, humusovych latek. Velikost wek je ovliviovana tiznymi

oper&nimi podminkami \istirnach.

Dale viaiky diky své struktte dovoluji kapalia proudit skrz jejich mikrostrukturu,
timto je zabezpgn @isun Zivin pro bakterie zachycené v této mikroduiika dochazi tak
k odbouravani latek z prasti. Diky tomuto prouthi je uchovanalenita struktura vlo-

¢ek, coZz umotituje wtSi schopnost odsttavani latek z progedi. [1].

1.1 Tvorba vioéek

Formovéani vigek je ovlivreno riznymi bakterialnimi kulturami, najklad rizné
mikrokolonie bakterii maji velmi odliSnou citlivqstékteré z nich vidkuji i za anaerob-

nich podminek [2]

Existuji ugité domrénky o tom, Ze velmi vyraznou roliigformovani vi@gek hraji di-
leZitou roli bakterialni skupiny rodu Zooglea, vgmné pro tvorbu vikek jsou i vidknité
mikroorganismy, které v mensich mnoZzstvich zab&gpeevnou skeletalni mikrostruktu-
ru pro jiné latky (nap EPS) a pro vlakotvorné bakterie. Ukazuje se td&zbakterie vstu-
pujici do reaktar se adsorbuji velmi rychle na ¥ky, takze vigky hraji velmi dilezitou

roli v odstraiovani bakterialnich buk a jinych¢astic materialu ze stané odpadni tekuti-
ny [1].
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2 SLOZENIi VLO CEK AK A FAKTORY OVLIV NUJICi FLOKULACI

Vlo¢ky aktivovaného kalu jsou sloZzeny z mnoZstvi slokédré jsou spolu s ostatnimi
faktory odpo¥dné za jejich vlastnosti. Tyto vlastnosti souve g vlastnostmi kalu, tak

s flokulaci.[2]

Dominantnimi sloZzkami aktivovaného kalu jsou ex¢tatarni polymery, tyto polyme-
ry predstavuji az 80% hmoty aktivovaného kalu. Hrajihamujici roli @i tvorbé vlocek,
usazovani, flokulaci a odvadvani aktivovaného kalu. Extracelularni polymeritéa
prokazaly schopnost vazatké kovy, jsou kilovymi faktory zgisobujici redukci objemu,

hmoty, aktivity a vyuziti kalu [3].

2.1 Flokulace

Vlastnosti flokulace a usazovani jsou rozhodujionai vliv na celkovy vykortis-

tirny.

Casteky vzniklé pi flokulagnich procesech maji velmsasto podobnou strukturu, to
je dilezité pro hustotdastic, ta se sniZzuje, zatimco jejich velikost ro$to vlastnost ma

velmi vyrazny @inek pi separanich procesech jako je sedimentace a filtrace.

Flokulace je ovliviovana jak chemickymi (n&ppH, davka flokulantu ,..) tak fyzi-
kalnimi (nap. teplota, doba flokulace, lokalni hydrodynamick&dminky, intenzita mi-

chani, ...) podminkami.
Nevyhodou je, Ze pro dosaZeni igfiné @innosti separace je vetsing pripad
nutné zvysit davky flokulantu, tim se cely procesazre prodrazi. Cena flokulantu totiz

tvori podstatnogast vzniklych naklaigl
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3 STABILITAVLO CEK AKTIVOVANEHO KALU

Stabilita via&tek aktivovaného kalu jeutkZitd pro separaci pevnych a tekutych slozek
v ¢istirnach odpadnich vod. Slaba stabilitacelo vede ke zvySeni zakalu na vytoku a tim
ke zhorSeni kvality odtoku. Biologické a fyzik&leshemické vlastnosti viek pravapo-

dobre reguluji flokulaci a odvobvani biomasy.

Struktura vigek je velmi dilezitym faktorem pro jejich stabilitu, protoZze oxiuje
pevno-tekutou separaci. \dky aktivovaného kalu maji volnou strukturu, ve Ktgsou
bakterie pipevnény pomoci matrix slozené z EPSiRé pozorovani vniku vliotek akti-
vovaného kalu ukazuje hojnoditwmnost EPS v amorfni forn obklopujici mikroorga-

nismy ve \étsSirg viocek.

Pozorovani EPS pomoci konfokalni laserové skenowakioskopie také potvrzuje
dulezitost EPS p formaci struktury vigek. Tyto vysledky dokazuji, Ze EPS hrajdedi-
tou roli pri adrzke struktury a mocnosti mikrobialnickéstic. Kvantita a vlastnosti EPS
sloZzek se proto povazuje za rozhodujici pro stabbiomasy videk. Nicmér zietelna
funkce na obsah a sloZeni EPS pro stanoveni syadibcek jeS¢ nebyla dokumentovana.
Vazby mezi bakteridlnimi bikami jsou nasledkemiznych tygi mezimolekularnich sil,
jako jsou van der Waalsovi sily, elektrostatickig, gftemoséni EPS prosednictvim vi-

cemocnych katiorit hydrofobnich interakci, polymernich spleti a gihynterakci.

Nicmeére je dostupnych ¢kolik malo informaci o vzajemnéitézitosti €chto interakci
v regulaci stability vieek. Stabilita kalovych vikek je také ovliviina environmentalnimi
podminkami uvnit bioreaktoru (intenzita michani, provzdosani apod.). EPS jsou slo-
Zeny z rkolika miznych vysokomolekularnich biopolynie(ako jsou sacharidy, bilkovi-
ny, nukleové kyseliny, humusové latky) ty obsahmjioho funknich skupin schopnych
Gcastnit se interakci. Naixlad zvySeni pH zfsobuje ionizaci mnoha fugkich skupin
(karboxylové skupiny obsazené v bilkovinach a sadbeh,), v mikrobialnich EPS. Toto
vede k ¥tSimu odpuzovani mezi hkami a mezi EPS a hkami, z toho dvodu slabne
stabilita kalovych viéek. Dvoumocné kationy, zejména vapenatéiadnaté, hraji dlezi-
tou roli v iontovém pemosovani mezi EPS matrix a tikami. Odstrasénim &chto kation-
ta pouzitim chelaténich ¢inidel (nagiklad EDTA) miZe dojit k destabilizaci viek. Sta-
bilita kalovych vi@gek za fiznych environmentélnich podminek nadm [idm porozunst

roli riznych EPS na zakladnterakci probihajicich ve w&ach aktivovaného kalu. [4]
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4 MODERNI METODY STUDIAKAL UAPROCESU V NICH
PROBIHAJICICH

Klasické metody mikroskopické (mikroskopi&impym swtlem ¢i fazow-kontrastni mikro-
skopie) a kultivani (kultivace mikrobialnich kultur na pevnych Ziahy pidach) jsou
mnohdy pro studium mikroorganisima mikrobialnich procésnepouzitelné pro zji&hi
pozadovanych informaci, nebgsou limitovany svou podstatou a malou citlivesthnohé
mikroorganismy jsou uvedenymi mikroskopickymi teidami nerozliSitelné a na pevnych
Zivnych pidach existuji (do jisté miry) odliSné podminky piist mikrobialnich kultur nez
v kalovych suspensich. Proto jsou intenZivgvijeny nové metody a techniky pouzitelné
pro studium¢istirenskych mikrobialnich proceésa pro studium ktiovych mikrobialnich
¢initela. Dvéma vyznamnymi metoda z mnoha takovych metod js@&iHKfluorescedni in

situ hybridizace) a analyza obrazu.

4.1 Metoda FISH

K identifikaci a stanoveni celkového qio bakterii v aktivovaném kalu existuje mnoho

metod, ale kazda 2dhto metod ma dité omezeni.

Vlaknité bakterie tradn¢ byly identifikované diky jejich strukie. Bohuzel, tento Siroce
uzivany systém identifikace nerozliSujemné organismy se stejnou strukturou a neni tedy
schopen rozeznat bakterie se strukturou gromau. Metoda FISH dovoluje identifikaci
specifickych bakterii nezavisle na jejich morfolagiproto, se pouziva jako nova technika

ve vyzkumu bakterii v aktivovaném kalu [5].

4.2 Historie metody FISH

Koncem Sedesatych let bylo z§i8b, Ze hybridizaci nukleovych kyselin Ize &@Spg
provadt i tehdy, je-li cilova nukleova kyselina obsaZewmastrukturach cytologického pre-
paratu, napiklad v chromozémech (Pardue a Gal 1969). Tim bybozen zaklad zcela no-

vému, gimeému zgisobu mapovani genanj6].

Prvni znékou, kterd byla pouZivana v sondach nukleovychlkyseyly izotopy ¢H,
14¢, 3°), jejichz vyhodou je vysoka citlivost detekceyyteodou viak negesré lokalizo-

vany signal na chromozémech. Posléze igSlp na zn&ni pomoci jednoduchych orga-
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nickych molekul a heteroduplexy DNA v chromozomeehdetekovaly pomociiglusnych
protilatek nebo jinych proteinovych ligaindkonjugovanych s molekulami umagicimi

jejich vizualizaci v mikroskopu [6].

Nejprve to byly enzymy (peroxidaza, alkalicka faéfa) penmenujici urity substrat
v barevny nerozpustny produkt. Pravou revoludisgbilo vSak zavedeni fluores¢amo
znaeni, které se sebouipeslotadu vyhod (Jiang a Gil 1994), régad vyrazné zvySeni
citlivosti nebo moznost uZziti vice sond najednoluoFescenni zna&ka (nefasgji fluo-
rescein, rhodamin nebo njivnapt. cyaninova barviva) fZe byt bd'to piimo navazana
k oligonukleotidu, a inkorporovana do sondy NKi(pé zn&eni, nap. Reader et al. 1994)
nebo mize byt konjugovana k proteinovému ligandu protitinio nebo digoxigeninu.
Podle toho, jaky zvolime postup zeai a detekce, bude proceduiiare rychla a citliva.

Primé zn&eni se pouziva tam, kde je Zadouci rychlost, aié treba vysoké citlivosti [6].

P pouziti sondy zn&né biotinem, nebo digoxigeninem a nasledné defaktioci
signdlu pomoci protein-fluoresaariho konjugatu lze vhodnzvolenou kaskadou reakci

dosahnout vysoke citlivosti [6].

4.3 Zachyceni signalu

Zpusohi zachyceni signélje celarada. Nap. fluorescetni znaka je excitovana stlem
rtutové vybojky o takové vinové délce, kterou propugtislusny filtr zabudovany
v mikroskopu. Emitovanou fluorescenci daného flabromu pak pozorujeme jako barev-
ny signal (fluorescein - zelena fluorescence, rhada- cervena fluorescence), DNA
v chromozdmech se barvi latkou s odliSnou fluonescéDAPI - modra, propidium jodid —

cervena) [6].

4.4 Multicolour FISH
Technika fluorescemi in situ hybridizace umaiije detekovat polohu vicéanych DNA
sond zarove na jednom preparatu, pokud pouzijeme pro kazdodisgnou znaku, nag.

fluorescein-dUTP a rhodamin-dUTPi{mé zn&eni), nebo biotin a digoxigenin-dUTP
s pislusreé odliSnymi detek&nimi systémy aplikovanymi postupiine@imé zngeni). Tato

metoda se nazyva multicolour FISH [6].
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4.5 Ritzné metody FISH

4.5.1 FISH — mikroautoradiografie (FISH-MAR)

Objeveni FISH metody, umadje identifikaci a studium Zzivych organigm
v nekultivani metodou a zaroviesowasné stanoveni mikroorganigmMikrobiélni bio-
masa (naflklad aktivovany kal) se inkubuje s radioaktéivozna&enym substratem, na-
sledrg jsouc¢lenové spoléenstvi identifikovani metodou FISH. Parakeltlenéni radioak-
tivniho substratu do bakterialnich lrse zobrazi na radioaktigmitlivé stibrné emulzi,
kterd je umisténa nad radioaktivh ozna&enymi buikami a zpracovavana standardnimi

fotografickymi procedurami [7].

4.5.2 Stabilni izotopické sondovani

Po kultivaci mikrobialni kultury se substratem sbfinim izotopem je&ast DNA
substratu odélena od fivodni DNA ostatnicktlena kultury centrifugovanim. TotoZnost
oznaenych mikrold pak mize byt ug¢ena klonovanim #azenim DNA. Upraveny proto-
kol pak umo#uje nahrazeni RNA za DNA, které uniiofe mnohem kratSi dobu inkubace
v dasledku rychlejSi RNA syntézy [7].

4.5.3 lzotopova pole

16S - rRNA je cilenym mikropolem, ihe obsahovat mnoho sond a tak umoznit
souwasnou identifikaci vicero druhspol€enstva. Pokud je biomasa inkubovana se sub-
stratem vydavajicim radioaktivniigéi, cast tohoto zi&ni bude z&enéna do no¥ synteti-
zované rRNA. Tato RNA pak e byt extrahovana adena standardnimi metodami fluo-
rescence. Hybridizace RNA pomoci mikropole umgé zhodnotit rozmanitost a aktivitu

kultury pomoci fluorescence a radioaktivity [7].

4.5.4 Mikroelektrody

Mikroelektrody jsou schopny vgsit chemicky gradient v komplexnim priesti ja-
ko napfiklad ve vi@gkach aktivovaného kalu, nebo v biovrstvach. Daldroglektrody
umoziuji metit mimo jiného i @, H2S, NO, NO3 a pH, mohou tak poskytnout cennou

informaci o mikrobidlni aktivit v mikroheterogenickém prdasdi [7].
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4.6 Priklad vyuziti FISH metody

Byly analyzovany 3 vzorky aktivovaného kalu z tiitih tovaren za pomoci FISH
metody pouzitim rRNA sond a fazokontrastni mikroskopii. Pozornost byla z&ema na

zastoupeni bakteridlnich skupin v aktivaci a naaiktaristiku vigek [8].

V aktivaci COV u tovarnygislo jedna pevladala podida B Proteobakterii a skupina
Cytophaga Flavobacterium (33,3% a 31,0%) nasledogaima podida proteobakterii
(17,1%), dale grampozitivni bakterie s vysokym perdi C+G v DNA (Actinobacteria)
(15,4%) a nakonec alfa padttta proteobakterii (3,2%) [8].

Tovarna d¢ vykazovala podobny vzorec (32.7%, 31.8%, 17.5%4%% 1.6%) Za-
timco v tovarg 3 prevladaly alfa a beta padlly proteobakterii (25.2%, 25.0%) a Cytopha-
ga Flavobacterium (24.8%) nasledovany gamaiijotali proteobakterii (13,6%) a kmenem
Actinobacteria (11,4%) v nizSich podilech [8].

Charakteristika vigek u tovarnyislo jedna a dvbyla normalni, v tovancislo i

byly vio¢ky rozptylené a atypické.

Na zaer tak metoda FISH poskytla komplexni informace &tbaalnim slozeni
aktivovaného kalu ve vzorcich. Slozeni bakteri@dnfipol€éenstvi a jejich koncentrace
spole&né s charakterizaci viek by mohly byt skterym z divodi, které ovlivni efektivhost

prace mezidmito tremi textilnimi tovarnami, z hlediskasténi odpadnich vod [8].
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5 DIGITALNi ANALYZA OBRAZU

Charakteristika vieek aktivovaného kalu jeiteZita nejen pro vyzkum, ale i pro kont-
rolu postud probihajicich kazdodearv cistirnach odpadnich vod. Mikroskopické sledo-
vani proces v aktivovaném kalu je nejrychlejSi uzivanou mekodi i sledovani biolo-
gické degradace kontaminantiitomnych v odpadni vad ma vsak, jak jiz bylo uvedeno
vySe, jen omezenou vypovidaci schopnost a naviafigena subjektivnim hodnocenim
pozorovatele. VIeky piitomné v aktivovaném kalu jsou nepochylimavni slozkou toho-
to systému a duji kvalitu ¢iSténi odpadni vody a tim celkovodidnostcistiren odpadnich
vod [9].

Zkoumani vigek aktivovaného kalu se sotesli zejména na jejich strukturu, tvar, ve-
likost, sloZeni a rozloZeni mikroorganigém jejich struktie. Nedavno objevené analytic-
ké a mikroskopické metody analyzy vk aktivovaného kalu umaaji blizSi pohled na
jejich strukturu a popis jejich hlavnich paraniettestou, jak patkud eliminovat zmi#né
subjektivni zkresleni skuteého vzhledu aktivovaného kalti (inych kali) je digitélni

analyza obrazu [9].

6.1 Obrazova analyza viéek

Obrazova analyza se pouziva k popisu mnéhayich biologickych procésse sus-
pendovanymi a imobilizovanymi kulturami. Existujgkolik typt softwaru uéeného pro
analyzu obrazu, jsou dodavany firmami, které distnji mikroskopicka zi@zeni. Existuje
ale i rekolik volné dostupnych prograinschopnych analyzy obrazuiikladem je ImageJ
vyvinuty ve spolupraci Research Services BrancNatfonal Institute sof Health (USA) a

Digital image Analysis in Microbial Ecology of Viea Ecology Centre ve Vidni.
Analyzu obrazu Ize roztit do 4 kroki:

1) Priprava vzorku
2) Fotografovani vzorku
3) Priprava k analyze obrazu

4) Vlastni analyza

Priprava obrazu je sled operaci, které utngiztransformovat obraz do stavu, jeZ unineZ
je analyzu objeki ptitomnych ve vzniklém obrazu. Lze tak analyzovatilgtru viatek

(vlocky pevné&i slabé), jejich velikosti pocet (nebo péet s utitou velikosti).
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Zajimava je kombinace metody FISH, metody 16S RN#bezové analyzy. Tato
kombinace metod vedla k objeventitého porozumini ve vztahu uzitych procés fi-

slusnych mikroorganistnv biologickychg¢istirnach odpadnich vod [9].

Obrazek 1:Ped pouzitim softwaru

’

Obrazek 2: Obraz deny k analyze

Mnohé testy ukazuji, Ze¢které typy digitalni analyzy obrazu tak mohou b¥it@né i
objektivnim posuzovani atovani biomasy fitomné ve vzorku. Vzhledem ke skénesti,
Ze schopnost usazovani kalu zavisi na stiektelikosti a p&tu pevnych vigek, pak ma
piipadna analyza obrazuiimy vztah ktechnologickym vlastnostem zkoumanéle k
lu.Z toho divodu jsou v sotasné dob hledany vztahy mezi morfologii Wiek a indexem

usazovani biomasy [9].
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6 CILE PRACE

Prvnim cilem této prace jeditrjaké mnoZstvi bakterii se uvolni z ¥&k kalové sus-

penze pi pouziti dvou fiznych metod dezintegrace.

Cilem nésledujiciho pokusu prow@eho v dlicich nalevkach a v bioreaktoru bylo

prokazat, zda lze dosadhnoutitgho srovnani mezémnito dwma zmgsoby provedeni.

Cilem druhého pokusu v bioreaktoru bylo zjistikyjavliv bude mit externi zasah do
pribéhu pra¥ probihajiciho pokusu z hlediska tydenniho navysepibty na 45°C. pokus

byl dale zandten na sledovani celkovéhogbo psychrofilnich a mezofilnich bakterii.

Cilem pokud s kalem anaerobnim bylo sledovani vyvojecgloa jejich velikosti za

téchto podminek.

DalSim cilem prace byla objektivizace vyhodnocova@mttu vliocek v kalové suspenzi

za pomoci softwaru geného k digitalni analyze obrazu.
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. METODICKA CAST
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7 PRACOVNI POM UCKY

7.1 Chemikalie, roztoky, zivna media pouzita @i kultivaci bakterii

Pokud neni uvedeno jinak jsou vSechny chemikéistoty p.a. a byly dodany firmou
LACHEMA Neratovice,CR nebo PENTA(CR.

7.1.1 Chemikalie

K,HPO, bylo navaZzeno 0,2 g na 1000 ml suspenze v biavaaktkli ckach)
FeSQ.7 H,0 bylo navazeno 0,01g na 1000ml suspenze v biaraaktli ckach)
CaCl bylo navazeno 0,004g na 1000 ml suspenze v bitmeak®li ckach)
Kompletni substrat Hycol E (TANEX, Hradek nad Nisou

Rozpustny Skrob
7.1.2 Roztoky

7.1.2.1 Biomédium

Biomedium bylo sloZzeno z celkem Sesti roztaktomto slozeni:

A) 22,5 g MgSQ.7H20 se rozpustilo v — 1000 ml destilované vody.
B) 27,5 g CaCGlse rozpustilo v — 1000 ml destilované vody,

C) 0,25 g FeCa6H,0 se rozpustilo v — 1000 ml destilované vody,
D) 10,0 g(NH).SO, se rozpustilo v — 1000 ml destilované vody,

E) fosfatovy pufr (v 1000 ml destilované vody sepuostilo):

KHPOhe oo oot 8,29
KoHPOhe e e ettt e, 21,89
NBHPOLL2HO .ottt AALT

F) roztok stopovych prik(v 1000ml destilované vody byl rozp&so):



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 22

ZNS O TH O . . e e 0,109
ST P T 0,50g
CUS O OH O . e e e e 0,05g
COS O TH D i e e 0,1813g
(N H4)6MO7024.4H20 .............................................................................. 0,05g

A, B, F oo 1ml
) 5ml
E ..20ml

7.1.2.2 Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl pipraven navazenim 8¢gNaCl a nasledném rozp&st v 1000ml
destilované vody, roztok byl dokonale promichanyaterilizovan pi teplo€ 120°C po

dobu 30 minut.

7.1.2.3 Roztok Hycolu E

Roztok kompletniho substratu Hycolu E byippaven navazenim 1 g Hycolu E a

jeho naslednym rozpustim v 1000 ml destilované vody.

7.1.3 Agarové zivné médium

Agar byl gipraven navazenim jeho sloZzek a dokonalym rozpist v ugitém
mnoZstvi destilované vody. Agar byl sterilizovain teplo 120°C po dobu 30 minut. Po

zhladnuti asi na 45°C byl rozlit do Petriho misghomechan ztuhnout.

Trypton-yeast extrakt agar (TYA agar)

TYA agar (Himedia, INdi@) ......ccoivnii i e e 2,19
(Slozeni: trypton 0,69; kvasmy extrakt 0,3g; agar 1,29

DESHIOVANA VO .. ..o oo e e e e e e e, 100ml
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7.2 Pristroje, zatizeni a dalSi laboratorni ponacky

7.2.1 P¥istroje a za‘izeni

ANAlYtICKE VANY SaArtOriUS. ... ..t e e e e e e e e e e e e eaes N
Analyzator uhliku SCHIMADZU 5000A..........covciiiiiieiiiieiine i ieiieeveen e AUD
AULOKIAV . .. . e SRN
BIOreakIor. ... ..ot e e e e . CZ
Centrifuga Rotanta 460R.............ccvieiii i e e e e e SRN
Fotoaparat OlYMPUS........oiiriie et ie e e e e iee e e neieeeneeenen e s ee e o JAP
Homogenizator Masticator (BioteCh)...........c.ovvie i e e e Cz
IMaged (SOftWAIE) ... ..ot e e e e ie e e ne e ene . USA
Laboratorna suSarna UML00...........c.cocvviiieiiiiriin e e e e e QRN
Laboratorni suSarna UM200 MEMME....... ..ot reeem e SRN
Michaka ELMAG MMA ... ... e e e e e e e Cz
Mikroskop Olympus (CXALRE)... ...ttt it e e e e e et e e e e eaas JAP
Mikroskopicka podlozni skika s kontirkami Cyrus I, Meopta............cccoevvvennnnnn. Ccz
MiKrovinné trouba MOUIINEX. ... ...t e e e e Cz
Peristaltickaerpadla S31L....... ..o PL
Paitacka kolonii wetrg lupy (Schitz) .......cccooveviiiiiiiii i e . SRN
Provzdusovaci motorek HP6000 ATMAN. ...ttt e e e SRN
Predvazky ScalteC SPB 41........c.ccooiviii it i i e e e e SRN
SUuSArNa STE 31/1.....o e e e e e e e nenene 1 CZ

I 0 1S] =Ll s (ST = TS 11 SRN
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7.2.2 Laboratorni pomicky

Pipetmany (1 —5 ml, 500 pl, 200 ) .eeee e

VeSKeré 1aboratorni SKIO... ... ce v e e e e, UIOZFT,UTB



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 25

8 PRACOVNI POSTUPY

8.1 Postupy pouzité pro dezintegraci viéek kalu

8.1.1 Dezintegrace se sklafmymi kuli ¢kami

Dezintegrace byla provedena v malé uea¢ lahwice o objemu 100 ml.
V lahvi¢ce bylo 25 kus sklerenych kulicek a 50 ml kalu. V prvni fazi bylo s lakkiou 10
minut tepano, nasledovala mikroskopie && kalu a uteni celkového p&iu mikroorga-
nismi. Po té nasledovalo 20 minutowépani (celkova dobdepani byla tedy 30 minut).
Po uplynuti této doby byly @b odebrany vzorky pro mikroskopii a pro z§ist celkového

poctu bakterii.

8.1.2 Dezintegrace homogenizaci

Dezintegrace byla provedena niasproji Masticator. Do plastového&d bylo od-
lito asi 200 ml kalu, sé&k byl vioZzen do fistroje a pistroj byl spu&n. Postup i mikro-
skopii a @i uréeni celkoveho ptiu bakterii odpovidal postupu za pouziti skieych kuli-
¢ek. V druhé fazi pokusu se postup liSil pouze dobomogenizace, ta byla 30 minut a 150

minut, celkova doba homogenizace byla tedy 180 minu

8.1.3 Desetinnéredéni vzorkua kala

Ze sklerné lahveky (resp. plastového &) bylo odebrano 500 ul kalu a umist-
néno do sterilni zkumavky s 4,5 ml fyziologického tmai. Zkumavka byla pré¢épana a
promichana, ze zkumavky se odebralo 500 ul suspenmeistnila se do dalsi zkumavky.

Tento postup byl opakovan cca 5 — 6 krat. Ziskaltakradaiedsni od 10" aZ po 10.

8.1.4 Sterilizace v autoklavu SANOclav

Sterilizace byla provedena v laboratornim autokI®ANOclav LaM 3-20-MCS-J
pii teplo® 120°C po dobu 30 minut. Takto byl sterilizovan kex§y pouzity Zivny agar a
fyziologicky roztok.
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8.1.5 Uréeni celkového pétu bakterii

Na Petriho misky bylo napipetovano 100 pl suspenggbranych zkumavek dese-
tinného fedkni, po té byly misky zality TYA agarem a nechalyzéehnout, a nechaly se

kultivovat @i laboratorni teplat po dobu 5 - 7 din

8.1.6 Mikroskopické pozorovani

Prokéhlo mikroskopické pozorovani odebranych vZoekjednotlivych fazi probi-
hajiciho pokusu, v kazdém vzorku byl &pan pdet viotek presahujicich rozer

100x100um, pozorovani se konald pvétSeni 200x.

8.2 Postupy pouzité pro pokus probihajici v dlicich nalevkach

8.2.1 Dekantace kalu

Pro kazdy pokus tykajici se bioreaktorglicich nalevek a dezintegmaich tesi
byl vzdy pouzitéerstw dovezeny kal zistirny odpadnich vod Malenovice. Vlastni dekan-
tace probihala nasledoxrNejprve byl kal scezenigs d¢ sita do dvou 10 litrovych plas-
tovych kybli. Nasledovalo asi 45 minutové odstani kalu a pdo@o ke sliti neusazené
casti kalu a vody. Po té se vodasbpoplnila a kal se promichal. Cely tento cyklus Ry

opakovan. Kal se nasleglpremistil do provzdutované aparatury.

8.2.2 Ur¢eni susSiny kalu pro nasazeni pokus(bioreaktor, délici nalevky)

Byla ukena suSina dekantovaného kalutzatii uréeni objemu kalu pé¢bného
k centrifugaci. K rychlejSimu dgeni suSiny byla vyuzita mikrovinna trouba. Konceoé

susSiny kalu jak v dickach, tak v bioreaktoru byla nadaédku giblizné 2g/l.

8.2.3 Priprava biomédia

Pro veSkeré pokusy bylotfipraveno biomedium o sloZzeni popsaném v kapitole

7.1.2. Pro pokusy v bioreaktoru byl&igraveno celkem 8 litr biomedia.
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8.2.4 Centrifugace

VSechen kal byl centrifugovan v 1000 ml nadobadtazené centrifuze za tohoto
nastaveni parametrotacky 4000rpm, teplota 15°Gas 10min. Centrifugace byla pouzita

pro odstradéni supernatantu z dekantovaného kalu.

8.2.5 Priprava délicich nalevek a jejich sledovani

Bylo pouzito celkem 6 dicich nalevek, v kazdéétici nalevce bylo 1000ml bio-
media rozmichaného s odpovidajicim mnozstvim dagtvaného kalu. D¥ délici na-
levky (D1 a D2) slouzily jako slepé, kontrolni. Mgou ctlicich nalevek (D3 a D4) byl po
tydnu hlado¥ni piidan kompletni substrat slozeny z 0,5g Hycolu Eidgvek mineralnich
latek zmignych v kapitole 7.1.1. Do poslednich dvatlicich nalevek (D5 a D6) byl po
tydnu hlado¥ni pridan roztok slozeny z 0,5g nekompletniho substr@tpustného Skrobu
a minerdlnich latek zménych v kapitole 7.1.1. Zdicich ndlevek byly odebirany vzorky
na ugeni susiny, DOC (rozpu8ty organicky uhlik) a mikroskopii. R@any byly pouze
vlocky, jejichZz roznér piresahoval hodnotu 100 x 100 um. Vzorek odebrany Q& Dyl
filtrovan, takto bylo postupovandigkazdéem odbru vzorku na DOC. Blici nalevky byly
neustale provzdu®vany provzdusovacim motorkem. Zidrodi zachytavani podilu susi-
ny kalu na stnach dlicich nalevek bylo pokazdé pozorovani a odebraofku na DOC a
suSinu s dickami zamichano.#®Pmikroskopii byl pouZzit systém panoramatickéhmfypia-
fovani, kdycast fotografie se&astén¢ prekryvala s fotografii nasledujici. Tentouzpb

fotografovani byl zvolen zttvodu efektivijSiho vyhodnoceni ziskanych fotografii.

8.3 Prvni pokus v bioreaktoru

Ukony, kterymi bylo postupovano ¥ahto pokusech, se v zékladnich principetih p
liS neliSily od pokusu probihajiciho ¢licich nalevkach. Praihla dekantace kalu, ¢eni
suSiny dekantovaného kalu, centrifugace ¥ypoeho mnozstvi kalu, mikroskopické pozo-

rovani a zpracovani fotografii.

Biomedium pro tyto pokusy bylo pouzito v mnozstelkem 8 litfi. Po tydnu hlado-
véni byl pidan substrat kompletniho Hycolu E v koncentragbaddajici 0,5 g/l spolu
s mineralnimi latkami z kapitoly 7.1.1. Po dobuatm pokusu byla teplota udrzovana na
hodnot 20 + 2°C.
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8.4 Druhy pokus v bioreaktoru

Druhy pokus se od pokusu prvniho liSil zejménaskdntinualnim davkovani kom-
pletniho substratu Hycolu E, o koncentraci 1g/lwkak, aby davkovani probihalo alegpo
hodinu den®. Po dobu prvniho tydne pokusu byla teplota udridav@a hodnet20 + 2°C,
byla sledovana susSina, charakteréello, celkovy poet bakterii, DOC. Druhy tyden pokusu
byla teplota v bioreaktoru navySena na 45 * 2°Qy p¥idany minerdlni latky dle kapitoly

7.1.1 a pokréovalo se v odebirani vzatlstejre jako v prvnim tydnu pokusu.

V prabéhu pokusu bylo regulovano pH pomoci rozZtogiipravenych v pibéhu

anaerobnich pokaq10].

8.5 Prvni pokus s anaerobnim kalem

Prvni pokus s anaerobnim kalem byl nachystancatgmi susinou 9,161 g/l. Prvni
73 hodin byla suspenze kalu ponechana bielapku substratu a po uplynuti této doby bylo
do bioreaktoru jednorazéwnadavkovano 12 g glycerolu. Prvni pokus s anaénolalem
prokehl jeS€ pred novym zfisobem fotografovani. Byly sledovany celkové&tgoviocek
hledaného rozgrtu a byla pozorovana struktura #ék. Na rozdil od pokusaerobnich,
pokusy anaerobni trvaly tyden. Informace o vyvagiay a DOC byly ziskany z paraléin
probihajici DP Martina Bartaka [10].

8.5.1 Gramovo barveni

Nefixovany rozér na podloznim skiku byl prevrstven roztokem krystalové violeti ta se

nechala psobit po dobu asi 60 @.

Poté bez oplachovani byla barva slita, preparbpiskryt Lugolovym roztokem,

pusobeni proéhlo opst po dobu 60 vtién.

Roztok byl slit, oplachnut opatfrestilovanou vodou a odbarvovan v Sikmé poloze

etanolem tak dlouho, dokud odtékalo barvivo (powdd® - 25 vtén).

Nakonec byl preparatilladnré oplachnut destilovanou vodou a ponechan oschnout

vysoko nad plamenem. Preparat byl mikroskopovangombimerzniho objektivu [11].
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8.6 Druhy pokus s anaerobnim kalem

Druhy pokus s anaerobnim kalem pflobpodobr jako pokus prvni. Rozdilna byla
pocateEni hodnota susiny suspenze kalu, ta byla 4,56%g48penze kalu se ponechala 68,5
hodiny bez substratu jako slepy pokus, po tétatdnto k suspenzi kalu jednorazona-

davkovano 12 g glycerolu [10].

Opet prokehlo sledovani suSiny, DOC a mikroskopovani, terébkZ upravenym zjso-

bem fotografovani.

8.7 Fotografovani odebranych vzorla

V prvnich fazich prace préhlo fotografovani odebranych vzdrkahodnym vyb-
rem mist na p&taci komirce. Z divoda rozSfeni o digitalni analyzu obrazu bylo peéjd
v pribéhu praci fotografovani upraveno, celkem bylo z gdanvzorku péizeno 16 foto-

grafii systémem 4x4. Takto ziskané snimky byly dalecovavany.

8.8 Spojovani fotografii a jejich zpracovani

Ke spojovani fotografii byl pouzit software dodaydimmou Olympus (QuickPHO-
TO PRO 2.0). Vysledna fotografie zobrazovala as¥26elkové plochy p#itaci korirky
Cyrus Il. Fotografie byly dale zpracovany pomocinécsititelného softwaru ImageJd, ktery

umoznil gesné weni pa@tu vliocek presahujici hledany rozm100 x 100um.

8.9 Digitalni analyza obrazu

K digitalni analyze obrazu byly pouZity jiz upra¥efotografie. K vlastni analyze byl
pouzit volreé dostupny software ImageJ. Nejprve bylo nutievpst stavajici systém zobra-
zeni z RGB na 8 hit Dale bylo nastaveno dfitko v zaloZzce Analyze — pod zalozka Set
Scale, pomoci funkce treshold, v zaloZce Image, zadozka Adjust byly potkeny neza-
douci jevy vzniklé § fotografovani a p prevodu na 8 bitovy systém zobrazeni. V analyze
particles (zaloZka Analyze) byla nastavena plodeddnyché¢astic v mikrometreckitve-
resnich (10 000 prf) a byla spu$nha vlastni analyza obrazu. do vioek o hledaném

rozméru se naslednzobrazil v tabulce.
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9 DEZINTEGRACE VLO CEK POKUS 1

V prvni ¢asti dezintegrace byl sledovan vliv homogenizacen@ci [Fistroje Mastica-
tor) nebo tepani se sklemymi kulickami na vi@ky aktivovaného kalu a na celkovydad
bakterii v suspensi. Cilem pokusu bylo objasnkyija zpisobem se projevi jakgpani, tak
homogenizace aktivovaného kalu na‘gtoviatek a zejména na celkovy §mi bakterii,
uvolrénych z viagek. Zangrem bylo zjis&€ni, zda je mozno dosdhnoutité desintegrace

vlocek pro nasledné kvantitativni mikrobiologické rogbo

Tabulka 1: Pty viacek ve vzorcich 1. pokusu dezintegrace

Vzorek 1) Vzorek 2 | Vzorek 3 Pramér | Sm. odchylka
Piavodni kal 189 203 211 | 201,0 9,09
10 min homogenizacg 68 73 76| 72,3 3,30
30 min homogenizaceg 60 66 53| 59,7 531
10 min tepani 85 83 95 87,7 5,25
30 min tepani 79 75 71 75,0 3,27

Z tabulky je patrné, Ze vyragsi vliv na sniZzeni ptu viocek hledaného rozénu (100 x
100 um) ma homogenizace s vyuzititisfroje Masticator. fiepani se sklemymi kulic-
kami vykazuje taktéz Uubytek Wek o sledovaném rozfru, nicmér je fyzicky namahave

a v praxi pravépodobr neproveditelné.

Celkové pety bakterii byly sledovany na TYA agaru. Bylo dosad &chto vysledk:

Tabulka 2: Celkovy p@t bakterii - pokus 1.

Miska 1| Miska 2| Pramgr
Pavodni kal 5,0.1% | 7,016 | 6,0.1C
10 min homogenizacg 2,040 1,0.1d | 1,5.1d
30 min homogenizacel 2,020 3,0.10 | 2,5.10
10 min fepanf 1,710 | 1,1.1d | 1,4.1d
30 min tepani 2,010 | 3,010 | 2,5.1d
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Obrazek 3: Nativni kal

Obréazek 5: 30 minut homogenizace Obréazek 6: 10 minutepani

Obrazek 7: 30 minutépani

Z obrazki je patrné, Ze doslo k Ubytku ¢io viocek wtSich rozrndri. Tento Ubytek
je patrny zejména z vyslednych obrazkiskanych i homogenizaci aktivovaného kalu

(Obr. 5, ve srovnani s obr. 3)iepanim se sklénymi kulickami se poet sledovanych
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vlocek taktéz snizil, ale ne tak vyrazjako v gipad homogenizace. U obou &gohi dez-
integrace doslo k navySeni mnozstvi meziktivé hmoty, picemz vyrazgjSich rozdit
bylo dosazeno homogenizaded fepanim se sklémymi kulickami. Celkovy poet bakte-
rii v kalové suspensi, homogenizovanéiisioji Masticator, byl fiblizné 40x vysSi nez
v pavodnim kalu, zatimco celkovy pet bakterii ziskanych homogenizaci kalu s&gm
kulickami byl pouze 4x vyssi. Lze tedy prokézat sousislmezi dobou homogenizace a

zpasobem, jakym byla provedena.
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10 DEZINTEGRACE VLO CEK POKUS 2

Druh& faze dezintegrace vkk byla provedena pouze v homogenizéatoru, na z&klad
vysledki piredchoziho pokusu. Cil byl podobny jako v prvasti dezintegrace, a to zjistit,
jaky vliv bude mit prodlouzena doba homogeniza&® (hinut) na p&et viotek a celkovy

pocet bakterii v suspensi.

Tabulka 3: Péty vlacek ve vzorcich 2. pokusu dezintegrace

Vzorek 1| Vzorek 2 Vzorek BPramér| Sm. odchylka
Pavodni kal 175 178 183 | 178,7 3,30
30 min homogenizacs 84 92 81| 85,7 4,64
180 min homogenizage 36 25 30 30,3 4,50

Tabulka 4: Celkovycpbbakterii — pokus 2

Miska 1| Miska 2 Pramer

Pavodni kal 3,7.1% | 3,016 | 3,410

30 min homogenizacg¢ 2,040 3,0.1d | 2,5.1d
180 min homogeniza¢e1,0.16 | 1,0.16 | 1,0.16

Obrazek 8: Nativni kal

Obrazek 9: 30 minut homogenizace

Celkové pety bakterii byly sledovany na TYA agaru. Bylo dosad £chto vysledk:
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Obrazek 10: 180 mihatogenizace

V druhé ¢asti dezintegrace nebylo provederfeptini se skleémymi kulickami.
Z obrazki je patrné, Ze doslo k mnohem vyr&g&imu Ubytku vigek sledovaného roziru
a k jejich roztistni. Velmi vyrazi tak vzrostla hustota mezidkové hmoty. Vysledky
celkového pdtu bakterii naznalji, Ze delSi doba homogenizace ma vliv na usmlivys-
Siho p@tu bakterii do suspense, nélnylo zaznamenano zvyseni celkovéhoétpdoakterii
z hodnoty 3,4.1%na 1.16.
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11 POKUS PROBIHAJICI V D ELICICH NALEVKACH

Tento pokus byl proveden Zivbdi selhani hard disku bioreaktoru, byl vyuzit jako
srovnavaci pokus s pagd konanym pokusem v jiz zméném bioreaktoru. Cilem bylo
zjistit, jaky dopad bude mit tydenni hladov kalu a po té jednorazovéigani kompletni-

ho substratu (Hycolu E + mineralni soli, bez dusé&kmekompletniho (rozpustného Skrobu

+ mineralni soli, bez dusiku) na tvar, velikostoggi viotek v kalové suspensi.

Tabulka 5: Péty viocek zjiseéné v @licich nalevkach D1 a D2

Datum| D1 | D1 | Pramér | Sm. odchylkay D2 DZ Prumér | Sm. odchylkal
4.3 78| 74| 76,0 2,00 69| 76| 72,5 3,50
7.3 | 104|110| 107,0 3,00 98| 93| 95,5 2,50
10.3 | 99| 106 102,55 3,50 93| 99| 96,0 3,00
11.3 | 107; 100| 103,5 3,50 90| 96| 93,0 3,00
123 | 99| 105 102,0 3,00 105/ 113| 109,0 4,00
13.3 | 99| 90| 94,5 4,50 83| 90| 86,5 3,50
14.3 | 101 108| 104,5 3,50 90| 97| 93,5 3,50
17.3 | 101 93 | 97,0 4,00 89| 97| 93,0 4,00
18.3 | 92| 103 97,5 5,50 88| 83| 85,5 2,50

Tabulka 6: P&ty vlacek zjiseéné v @licich nalevkach D3 a D4

Datum| D3 | D3 | Primér | Sm. odchylkay D4 D4 Prumér | Sm. odchylka
4.3 70| 77| 73,5 3,50 77| 82| 79,5 2,50
7.3 || 102 106| 104,0 2,00 94| 98| 96,0 2,00
10.3 | 90| 95| 92,5 2,50 89| 95| 92,0 3,00
11.3 | 116| 125| 120,5 4,50 117/ 120| 118,5 1,50
12.3 || 145| 139| 142,0 3,00 133/ 134| 133,5 0,50
13.3 | 137/ 133| 135,0 2,00 123 134| 128,5 5,50
14.3 | 144| 159| 151,5 7,50 137/ 149| 143,0 6,00
17.3 | 155| 142| 148,5 6,50 155/ 159| 157,0 2,00
18.3 | 155| 163| 159,0 4,00 175 178| 176,5 1,50
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Tabulka 7: Pdy vlacek zjiseéné v @licich nalevkach D5 a D6
Datum| D5 | D5 | Priamér | Sm. odchylka) D6 DG Pramér | Sm. odchylkg
43 | 66| 75| 70,5 4,50 70| 77| 735 3,50
7.3 | 100 92 | 96,0 4,00 97| 93| 95,0 2,00
10.3 | 99| 91| 95,0 4,00 83| 90| 86,5 3,50
11.3 | 95| 102 98,5 3,50 113/ 110| 111,5 1,50
12.3 | 125/ 119| 122,0 3,00 133/ 121| 127,0 6,00
13.3 | 129/ 121| 125,0 4,00 133/ 134| 133,5 0,50
14.3 | 124/ 137| 130,5 6,50 139/ 145| 142,0 3,00
17.3 | 152/ 141| 146,5 5,50 132/ 140| 136,0 4,00
18.3 | 150/ 147| 148,55 1,50 146/ 139| 1425 3,50
Tabulka 8: SuSina kaludicich nalevkach
Datum D1 D2 D3 D4 D5 D6
4.3.2008| 1,77 1,9 1,85 1,91 1,85 1,93
10.3.2004 1,77 1,77 1,72 1,77 1,7 1,71
13.3.2004 1,96 1,67 2,04 2 1,79 1,78
18.3.2004 2,16 1,72 2,09 2,22 1,89 1,52
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11.1Slepy pokus — bez fidavku substratu

Sledovani prvnich dvou suspensi D1 a D2, ve ktepyobihal tzv. slepy pokus — tr-

valé hlado¥ni.

Obrazek 11: Péatek pokusu (4.3.2008)

Obrazek 12€fi den (7.3.2008)
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Obrazek 13: Sedmy den (11.3.2008)

Obrazek 14: Posledni den pozorovéani (18.3.2008)
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11.2 Pridavek kompletniho substratu po tydnu hladoeni

Po tydnu hladodni byly do d@licich nalevek D3 a D4 nadavkovéany latky dle postup
uvedeného vySe i v kapitole 8.2.5. \Wap¢hu prvniho tydne sledovani byl vyvoj &chto
delickach shodny se slepym pokusem. Fdavku latek byly vS8ak zaznamenény rozdily.

Obrazek 15: Den pofdavku Hycolu E (12.3.2008)

Obrazek 1&tvrty den po pidavku substratu (14.3.2008)
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Obrazek 17: Den posledni (18.3.2008)

11.3Piidavek nekompletniho substratu (rozpustného Skrobupo tydnu
hladovéni
Zarover s pgridavkem kompletniho substratu Hycolu El{ci nalevky D3 a D4), byl

do ctlicich nalevek D5 a D6rman nekompletni substrat rozpustného Skrobu oédwnaci

0,5 g/l a mineralni latky, dle postupu uvedenélkapitole 8.2.5.

Obrazek 18: Den porfdavku Skrobu (12.3.2008)
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Obrazek 19tvrty den po pidavku Skrobu (14.3.2008)

Obrazek 20: Posledni ({E$13.2008)
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Obrazek 21: Vyvoj hodnot DOC viiehu pokusu
Z tabulky¢. V vyplyva, Ze vyvoj kalovych suspenzi, ve kterymiobihal slepy po-
kus (D1 + D2) byl po celou dobu pozorovani roviamy a pdet vliocek zistaval —
dovany zvySenim pou od druhého dne byl nejspiSeagpben rozpadem wek wtSich

rozmera.

V délicich nalevkach D3 a D4 (Tabulka VI), do kteryah po tydnu hlado¥ni pri-
dan kompletni substrat Hycol E se situaceégad liSila. P@et viocek postupiy po [i-
davku kompletniho substratu rostl, az dosahl hoghiblizné o 50% vigek na vzorek
vice. Vlatky byly kompaktijSi, dosahly ¥tSich rozndra, jejich okraje bylylenitejsi. Za-

znamenan byl i vy5Si vyskyt mikroorganisijak pisedlych, tak plovoucich.

V délicich nalevkach D5 a D6 (Tabulka VII) se situacghlpdré pcctu, tvaru,
struktury i mikrobiédlniho oZiveni vyvijela podabiako v gipact délicich nalevek D3 a
D4. Rozdil byl patrny pouze v celkovemdpo viocek, ktery dosahl nepatmizSich hod-

not, dosahl zvyseni ,jen“ o cca 40%.

Rozdily mezi poéty viocek i mezi stanovenymi susSinami kalovych suspenzi
s kompletnim a nekompletnim substratem zjewsouvisely s ngftomnosti dusiku
v nekompletnim substratu a ukazaly na vyznam komple/zivy aktivovaného kalu pro

bioflokulaci.
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Pribéh hodnot DOC ukazal uplné speibovani obou pouzitych substrétejpozaji

tieti den po jejich nadavkovani.

Soutasre je nutno dodat, Ze jistou komplikaci celého poksswkazalo zachytava-
ni uritého podilu pevné faze kalu na&rsch dlicich nalevek. By byl tento jevéasté&ne
omezovan otasnym mechanickym promichavanim celého objemu sagpgesto mohl
do jisté miry vysledky ovlivnit — pro uspidani obdobnych experimént budoucnosti

bude tedy nutno tento jev jé3€pe eliminovat.
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12 BIOREAKTOR POKUS 1

Cilem tohoto pokusu bylo dosahnout¢itého srovnani s pokusem probihajicim
v délicich nélevkach. Byly sledovany stejné paramedi§ojv gredchozim pokusu. Prove-
deni se liSilo pouze ve vynechartidavku rozpustného Skrobu, do bioreaktoru byl po ty
dennim hladoéni kalové suspensedigan pouze kompletni substrat Hycolu E o koncentra-
ci 0,5 g/l a mineralni latky dle kapitoly 7.1.1. Kazdil od pokusu probihajicim létich
nalevkach, kdy byly &ici nalevky pouze nekontrolovatélrprovzdudovany, byl tento
pokus kontrolovan jak z hlediska kontroly &, tak provzdutovani. Otéky byly nejprve
prvni den nastaveny na 60% (115 rpm), druhy dey dagEky navySeny na 80% (140 rpm)

z divodu zachytavani kalu nasetich, sondach a dmioreaktoru.

Tabulka 9: &1 via‘ek kalu v bioreaktoru

Datum | Vzorek 1 Vzorek 2| Vzorek 3| Priumér | Odchylka
25.3.200¢ 97 86 89 90,7 4,64
28.3.200¢ 86 93 96 91,7 4,19
1.4.2008 94 83 89 88,7 4,50
2.4.2008 88 92 93 91,0 2,16
3.4.2008| 100 95 97 97,3 2,05
4.4.2008 91 90 84 88,3 3,09
7.4.2008 77 80 85 80,7 3,30
8.4.2008 85 88 84 85,7 1,70

Tabulka 10: SuSina kalu

v bioreaktoru

SusSina
Datum [mg/ll
25.3.2008 1,82
28.3.2008 1,48
1.4.2008 1,2
4.4.2008 1,14
8.4.2008 1,12
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Obrazek 22: Patek pokusu (25.3.2008)

Obrazek 23: Rtyrech dnech (28.3.2008)
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Obrazek 24: Po tydnu hladéwvi (1.4.2008)

Obrazek 25: Den pofdavku substratu (2.4.2008)
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Obrazek 26: Derep ukodenim (7.4.2008)
Obr. 25:

Obrazek 27: Ukateni pokusu (8.4.2008)
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Obrazek 28: Vyvoj hodnot DOC viiwhu pokusu
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Obrazek 29: Vyvoj hodnot ORP wipehu pokusu
Po gedchozich problémech s hard diskentifae bioreaktoru pradhl pokus bez

komplikaci. Cile dosazeni porovnani s pokusem pajlbim v @licich nalevkach vsak
nebylo zcela dosazeno. Z tabulky suSiny (TabulkgeX)atrne, Zze doSlo k jejimu vyrazné-
mu poklesu, ten vSak byfgjmeé zpisoben zejména zachytavanim kalu gadth bioreak-
toru v paateni fazi, kdy byly otdky michadla nastaveny na hodnotu uvedenou vySe.
Kromé toho, k ovlivieni hodnoty suSiny kalu také&ippelo viditelné usedani kalu na &n

bioreaktoru a row¥ na sondach umétych v rem.

Dusledkem tohoto usazovani byl i nizSi¢ppvlatek wtSich rozndri v porovnani

s pokusem probihajicim lickach. Z tohoto dvodu nemohlo byt provedendqupokla-
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dané porovnani stavu ek i hladowni a po pidavku substratu v rozdilnych mechanic-

kych podminkéach bioreaktoru &litich nalevek.

Vlocky vyskytujici se ve vzorcich byly podobného ch&eak jako v pedchozim
pokusu, dosahovaly vSak menSich reémimjejich struktura byla otéena, pemosovani

mezi jednotlivymi viékami nebylo zaznamenano.

Mikrobialni oZiveni bylo v fipad bioreaktoru podobné jako wlatich nalevek,
vyskytovaly se zde jak figzedlé tak plovouci mikroorganismy vdio srovnatelném

s pozorovanimi uskuteénymi v dlicich nalevkach.

Obrazek 29 Dokazuje, Ze pokus probihal po celduwdiuténé v aerobnich podminkach,
soutasre je dokumentovan mirny pokles hodnoty ORRsgbeny spdebovavanim kysli-

ku pri utilizaci substratu.
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13 BIOREAKTOR POKUS 2

Z&kladnim cilem pokusu bylo posoudit viiv zvySeegldty na tvorbu a charakter vio-
¢ek a na strukturu bakterialniho ozZiveni kalu — waati byla simulace neodborného exter-
niho zasahuipregulaci bioreaktoruigs internetové rozhrani. DalSim cilem tohoto pokusu
bylo dosahnout jednakast&ného srovnani sitpdchozimi pokusy a jednak s pokusy

s dezintegraci vieek a celkovym p&em bakterii.

Pokus trval 14 dni a po celou dobu byl dodavantsaibés/iz nize). Prvnich sedm dni
byl reaktor provozovanipteplog 20 + 2°C a byly stanoveny @ty psychrofilnich a mezo-
filnich bakterii. Poté byla teplota navySena nat45C po dobu dalSich sedmitdrOpst

byly stanoveny péty psychrofilnich a mezofilnich bakterii.

Sledovana byla ap suSina kalu, dale i DOC. Bylo provedeno mikroskagni a stanoven

celkovy p@et bakterii.

Priprava bioreaktoru se nijak neliSila od pokugadehoziho, jeho gbéh vsak jiz
odliSny byl. Na rozdil od f@dchozich pokusbyla udrzovana hodnota pH na hranici 7 +
0,5. Dalsi odlisSnosti bylo davkovani a koncentradestratu, ta byla 12,5 mg/l deénoproti
diive pouzitému jednordzovému davkovani 0,5 g/l. 8absyl dodavan kontinuainpo-
moci peristaltickéh@erpadla v mnozstvi 100 ml zasobniho roztoku ( ockatraci 1 g/l)

denrg.

Tabulka 11: Peet vlia‘ek v bioreaktoru

Datum | Vzorek 1 Vzorek 2| Pramér | Odchylka
21.4.2004 80 89 85 4,50
22.4.2004 92 84 88 4,00
23.4.2004 87 81 84 3,00
24.4.2004 81 75 78 3,00
25.4.2004 78 73 76 2,50
28.4.2004 83 85 84 1,00
29.4.2004 74 66 70 4,00
30.4.2008 59 65 62 3,00

3.5.2004 61 63 62 1,00

5.5.2004 51 56 54 2,50
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Tabulka 12: SuSina

kalubioreaktoru

SusSina

Datum [mg/1
21.4.2008 2,12
22.4.2008 1,96
24.4.20068 1,65
25.4.2008 1,48
28.4.200¢ 1,24
29.4.2008 1,14
1.5.2008 0,94
3.5.2008 0,94
5.5.2008 0,93

Tabulka 13: Celkovy pet bakterii v

prvnim tydnu pokusu

Pasmo miska 1 miska 2| Pramér
Mezofilni | 1,5.16 |1,60.16|1,55.16
Psychrofilni] 2,1.16 | 1,8.16 |1,95.10

Tabulka 14: Celkovy pet bakterii

g zvednutim teploty

Pasmo miskal miska2 tPnér
Mezofilni 5,0.16| 4,0.16| 4,5.10
Psychrofilni| 5,0.1¢| 6,0.18| 5,5.10

Tabulka 15: Celkovy pet

bakterii na konci pokusu

Pasmo miska 1 miska 2 Pngr
Mezofilni 3,5.10| 3,3.10| 3,4.1d
Psychrofilni| 1,8.10| 2,2.10| 2,0.10
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Obrazek 30: Z&atek pokusu (21.4.2008)

Obrézek 3Ttvrty den pokusu (24.4.2008)
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Obrazek 32: Osmy gdemorovani

Obrazek 33:dfe 3.5.2008
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Obrazek 34: Posledni den pozorovéani (5.5.2008)
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Obrazek 35: Vyvoj hodnot DOC vipehu prvniho tydne pokusu

Hned na p&atku pokusu doSlo k havarii provzaie¥ani, mnozstvi kysliku tedy
nebylo regulovano jako wfpads predchoziho pokusu v bioreaktoru, ale provzdw&ni
bylo vedeno fimo bez jakékoliv regulace. Vzhledem k této okotnes koncentrace kys-
liku v pribéhu pokusu pohybovala v rozmezi 6 — 7 mg/fi®h prvniho tydne do zvednuti
teploty prokhl dle aiekavani, ot dochazelo k usazovéani kalu, a proto klesalao gisi-

na, coz je patrné z tabulky XII.
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,,,,

z neznamych ifi¢in bylo ukorteno n&feni dat ze sond a spé$d mimdadné davkovani
substratu, a vzhledem ke skiriesti, Ze nehoda byla zjta az dalSi den rano, do bioreak-

toru byl nadavkovan veskery zbyvajici obsah zastahvie substratu - tedy asi 1,3 litru.

| z tohoto divodu jsou u tohoto pokusu graficky vyhodnoceny lamace DOC pouze
vV prvnim tydnu provozu reaktoru, kde je dokumentmvéovnongrné davkovani substratu
bez ¥tSich vykyw.

V prvnich dvou dnech pozorovani struktura¢ek odpovidala f@dchozim poku-
sam. V dalSich dnech vSak doSlo k poklesdtporlocek EtSich rozndri. Tento pokles byl
zpisoben optovnym usazovanim kalu nagstich, sondach a #rbioreaktoru. Vyrazéj-
Sich hodnot dosahlo v tomto tydnu protozoalni aZiveyskytovalo se zde mnozstvi jak

prisedlych, tak plovoucich mikroorganiém

Pozorovani po zvyseni teploty na 45°C prokazal@rsnaneny uvnit bioreaktoru,
doSlo k dalSimu rozpadéani vk, gicemz vyskyt vigek wtSich rozndra byl nepatrny,
taktéz vyrazi poklesly p@éty prvoki. Pokles jak viéek wtSich rozmdra, tak p@&tu mikro-
organisni (i pres neplanované dodani velkého mnozstvi substrgtjpdnoznané zpiso-
ben zvySenim teploty, k tomuto zéw jsem dos@l diky srovnani s ostatnimi pokusy, kdy

pokles pétu viocek byl sice patrny, ale protozoalni oZiveni bylabéii.

Na paatku sledovani i po tydnu provozu reaktoiu 20+ 2°C byly celkové pity
psychrofilnich bakterii migavysSi nez pé&ty mezofilnich (viz. Tab. XI). Na konci druhé-
ho tydne sledovani (teplota 45 + 2°C) byla zaznamaropana tendence, tedy mirnéep
vaha celkového ptu mezofilnich bakterii nad pty bakterii psychrofilnich, viz. Tab.
XIIl.
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14 ANAEROBNI POKUS 1

Anaerobni pokus trval na rozdil od pokuserobnich jeden tyden. Viiehu pokusu
byly sledovany péty vioéek, DOC a suSina. Po 73 hodinach bylo do reaktadévkovano
12 g glycerolu, koncentrace substratu v bioreaktedy byla 1,5 g/l [10]. Cilem tohoto
pokusu bylo sledovat chovani suspenze kalu z adikarakteru viek, bylo provedeno i

Gramovo barveni.

Tabulka 16: Pet via*ek v anaerobnim kalul

Datum | vzorek 1 vzorek 2| vzorek 3 Pramér | Sm. odchylka
23.11.200F0 103 97 91 97,0 4,90
27.11.20071 169 170 176 171,7 3,09
30.11.200% 150 157 162 156,3 4,92

Obréazek 36: Z&tek pokusu (23.11.2007) Obréazek 37: &odmech (27.11.2007)

Obrazek 38: Nm&i pokusu
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Obrazek 39: Gramovo barveni (23.11.07) r&2bk 40: Gramovo barveni (30.11.07)
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Obrazek 41: Vyvoj hodnot DOC viiwhu pokusu
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Obrazek 42: Vyvoj hodnot Oxidiee reduk’niho potencialu v pibéhu

pokusu [10]

Velmi vyraznym rozdilem ve srovnani s pokusy s benm kalem byla suSina kalu
v bioreaktoru, na ptku pokusu byla hodnota susSiny 9,16 g/l, na kpo&usu byla suSina
6,44 g/l. V kalu bylo v prvni den pozorovani zazeadno vysoké mnozstvi nevyvko-
vané hmoty, v dalSich dnech, jak je z fotografitrpd® doSlo k Ubytku nevywtované
hmoty, a tudiz narostl i get viatek sledovaného roziru 100 x 100 um. Tento nést byl
nejspiSe zfisoben pidavkem substratu glycerolu a ukéazal na bioflokoiachopnost pou-
Ziteho kalu za danych experimentalnich podmine&et(¢ prabéhu hodnot ORP).
Z pozorovani a fotografii Gramova barveni vyplyngdsna pevaha mikroorganistn

gramnegativnich nad grampozitivnimi.
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15 ANAEROBNI POKUS 2

Anaerobni pokus trval na rozdil od pokuserobnich jeden tyden. Viiehu pokusu
byly sledovany pé&ty viocek, susSina a DOC. Pokus probihal podofako pedchazejici.
Substrat se do suspenze katidal po 68,5 hodindch v mnozstvi 12 g glycerolungent-
race glycerolu v bioreaktoru tedy bylasof,5 g/l [10].

Tabulka 17: Pet via‘ek v anaerobnim kalu 2

Datum | vzorek 1 vzorek 2| pramér | odchylka
11.4.2004 145 160 152,5 7,50
14.4.2004 131 125 128 3,00
16.4.2004 110 115 112,5 2,50
17.4.2004 100 107 103,5 3,50
18.4.20084 95 104 99,5 4,50

Obrazek 43: Zaek pokusu (11.4.2008)
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Obrazek 44: Rtyrech dnech (14.4.2008)

Obrazek 45: Na konci pok(E814.2008)
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Obrazek 46: Gramovo barveni (11.4.2008) Obkde Gramovo barveni (18.4.2008)
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Obrazek 48: Vyvoj hodnot DOC il@hu pokusu
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Obrazek 49: Vyvoj hodnot ORP vitichu pokusu [10]

Ve srovnani s prvnim anaerobnim pokusem byla sugispenze kalu na ¢éatku
4,56 g/l a na konci 4,07 g/l. Na rozdil od prvnimakusu byla velikost vikek niZsi, ale
jejich patet byl vyssi. Jejich gt vSak na rozdil odipdchazejiciho pokusu trvale klesal,
coz mohlo byt zpsobeno jednak odliSnou koncentraci suSiny kalhgkd mirnou odlis-

nosti podminek (zejménagimeéh ORP), a fipadré i odliSnosti vzorku kalu.
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16 DIGITALNI ANALYZA OBRAZU

Cilem tohoto zpracovani fotografii bylo objektiviad subjektivni pozorovéani

v paitaci komirce. Touto metodou bylo postupovano pouze v pokusegioreaktorem

1,2, dale v druhém anaerobnim pokusu a v pokusilicich nalevkach.

Tabulka 18: Srovnantfovlacek v bioreaktoru

Bioreaktor 1 — péty viocek | Bioreaktor 2 — p#ty vio¢ek Anaerobnvllg(;):; S$2-py
Manualni| Digitalni Manualni| Digitalni Manualni| Digitalni
Datum Pasitani ar?al)'/za Datum Patitani ar?alyza Datum Pasitani ar?alyza
25.3 90,7 68 21.4 84,5 84 11.4 152,5 96
28.3 91,7 72 22.4 88,0 56 14.4 128,0 80
1.4 88,7 60 23.4 84,0 64 16.4 112,5 76
2.4 91,0 64 24.4 78,0 64 17.4 103,5 72
3.4 97,3 64 25.4 75,5 56 18.4 99,5 56
4.4 88,3 60 28.4 84,0 60
7.4 80,7 56 29.4 70,0 56
8.4 85,7 72 30.4 62,0 56
3.5 62,0 48
5.5 53,5 36
Tabulka 19: Srovnani g viocek v @licich nalevkach D1 — D3
D1 D2 D3
Datum I\I/zl)i;l;éarl]?l g'gg@lzr]; Datum| Pasitani I\I/zl)i;l;éarl]?l Datum| Pasitani '\g?);,ltjgrg?l
4.3 76,0 56 4.3 72,5 48 4.3 73,5 60
7.3 107,0 68 7.3 95,5 60 7.3 104)0 68
10.3 102,5 68 10.3 96,0 64 103 92,6 68
11.3 103,5 72 11.3 93,0 72 113 1205 80
12.3 102,0 80 12.3 109,0 72 123 1420 84
13.3 94,5 76 13.3 86,5 68 13|83 1350 88
14.3 104,5 60 14.3 93,5 68 143 1515 92
17.3 97,0 72 17.3 93,0 56 17|83  148|5 88
18.3 97,5 76 18.3 85,5 52 183  159,0 92
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Tabulka 20: Srovnani gt via‘ek v @licich nalevkach D4 — D6

D4 D5 D6
Datum| Pctitani D'g'té}lm Datum| Paitani D|g|té}In|' Datum| Paitani D|g|té}In|'
analyza analyza analyza
4.3 79,5 56 4.3 70,5 52 4.3 73,5 60
7.3 96,0 64 7.3 96,0 60 7.3 95,0 68
10.3 92,0 68 10.3 95,0 64 103 86,6 68
11.3 118,5 68 11.3 98,5 64 11}3 1115 72
12.3 | 1335 80 12.3 122,0 80 123  127,0 76
13.3 | 1285 80 13.3 125,0 76 133  133,5 76
14.3 | 143,0 88 14.3 130,5 88 143 1420 84
17.3 157,0 104 17.3 146,5 92 1713  134,0 88
18.3 176,5 112 18.3 148,% 100 183 1425 96
-
- kS
Obrazek 50: ®odni fotografie Obrazek Bpravena fotografie

St T

W e T et

Obrazek 52:tRodni fotografie Obréazek 53ralvena fotografie
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Obrazek 54:1Rodni fotografie Obréazek 55:ra\ena fotografie

Z tabulky je patrné, ze rozdily mezi objektivnim¢ft@nim (software) a subjektiv-
nim paitanim viagek v paitaci komirce existuji. Zné&nych rozdit v paitu vioéek hleda-
ného roznru 100 x 100 um mezi @&ma zmsoby vyhodnocovani bylo zji&to
v ptipadech ¥tSiho vyskytu viéek menSich rozema. To je pravdpodobré dano tim, Ze je
v pripad pozorovani v mikroskopu je velmi obtizné subjektiwdhadovat, zda giana
vlocka dosahuje skute¢ pozadovanych rozéni. Uvedené rozdily mezi objektivnim a
subjektivnim vyhodnocovanim &kterych gipadech dosahovaly az cca 50%. Naopak, by
v ojedirglych pripadech, kdy vieky dosahovaly vyrazhvétSich rozndria nez stanovenych
100 x 100 um, a jejich get nebyl iliS vysoky, pak se subjektivni a objektivni vyhoen
ceni téndit shodovaly (prvni den pokusu Bioreaktor 2 — viaitkh 18).
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ZAVER

Diplomova prace byla zaffena na studium charakteru &k a mikroorganisiin
kalovych suspensi, za podminek experimdgboratornich i v bioreaktoru.

V dezintegrénich pokusech bylo hlavnim cilem zjistit, jaké mstoz bakterii se
uvolni z viatek kalové suspenze, za pouzitzmych metod dezintegrace a jaky bude jeji
vliv na mnozstvi a charakter Wek. Vysledky ukézaly, Ze nejigi mnozstvi bakterii se
z vlocek uvolni v gipact vyuziti desintegrace suspense iisoji Masticator a to po dobu
180 minut. Desintegrace se skiagyimi kulickami nedosahovala takovychinki jako vySe
uvedeny postup.

Cilem pokusu provashého v dlicich nalevkach a v prvnim pokusu v bioreaktoru
bylo dosahnout @itého srovnani mezeinito dwma odliSnymi zpsoby provedeni co do
poctu, charakteru gasového vyvoje viek. Cile bylo dosazeno pouzésté&né, srovnani
Z hlediska porovnani gtu vioéek nebylo mozné zisvodi usazovani kalu v bioreaktoru,
diky rtmuz doSlo k vyraznému poklesu suSiny kalu. Nicéngokus v dlicich nalevkach
ukazal na vyznam kompletniho substratu na bioflagiubrobihajici v aktivovaném kalu.

Cilem druhého pokusu v bioreaktoru bylo zjistikyjavliv bude mit externi zasah
do pribéhu probihajiciho pokusu a to z hledisk&alikadenniho navySeni teploty na
45°C. Daéle byl pokus zatten na sledovani celkovéhogbo psychrofilnich a mezofilnich
bakterii. Bylo zjis¢no, Ze rozdil mezimito paity bakterii €chto teplotnich pasem byl i za
odlisnych teplotnich podminekgkvapiw maly. Vliv zvySené teploty se vSak na velikost a
zejmeéna strukturu viek ukazal jako vyznamny.

Cilem provedeni pokiiss anaerobnim kalem bylo sledovani vyvojesgloza bez-
kyslikatych podminek a jejich velikosti. Orietité bylo také posouzeno zastoupeni gram-
pozitivnich a gramnegativnich bakterii. Ze ziskdnygsledki vyplynulo, Ze za jistych
podminek niZze dojit i v anaerobnim kalu k vynskkovani biomasy poifdavku substratu,
avSak tyto podminky souvisely jednak s hodnotouingupouZzitého vzorku a jednak
s nepiliS optimalnimi kyslikovymi poriry. Za podminek dostate¢ nizkého oxidane
redukniho potencialu a nizsi hodiosusiny vsak v jiném pokusu k této bioflokulaci ne-
doSlo a proto by bylo vhodné tyto faktory v dal§mdiu podrob#i ovérit.

Zcela odliSnowasti prace bylo vyuZiti digitalni analyzy obrazolijektivizaci vy-
hodnocovani p&iu viocek o utitém roznéru (100 x 100 um) ve vzorcich a tak

k posouzeni vlivu subjektivniho (,lidskéhatinitele. Bylo zjis€no, Ze poet viccek zjise-
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ny pii subjektivnim pditani a digitalni analyzou je vyrazmdliSny zejména vijpadech
vyskytu WtSiho pd@tu viocek s roznmdry pohybujicimi se kolem stanovené hodnoty. Ziskané
vysledky tohoto porovnani tak ukazaly na velkynps v potencialnim vyuziti digitalni
analyzy obrazu kalovych suspensi, zejména u akiivgeh kal, kde mikroskopické hod-

noceni velikostti tvaru viaiek ma kontrolni technologicky vyznam.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

EPS
DNA
EDTA
FISH
DAPI
rRNA
cov
(C+G)
TYA
ORP
DOC
FT
ulozp
UTB

rpm

Extracelular polymeric substance
Kyselina Deoxyribonukleova
Ethylendiamintetraacetat tetrasodny
Fluorescence in situ hybridization
4’,6-diamidino-2-phenylindale
Ribozomalni RNA
Cistirna odpadnich vod
Par Cytosin + Guanin
Trypton-yeast agar
Oxidatn¢ — redukni potencial
Rozpustny organicky uhlik
Fakulta technologicka
Ustav inzenyrstvi ochrany zivotniho priesti
Univerzita Tomase Bati

Revolutions per minute (aily za minutu)
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SEZNAM PRILOH

Pl - Fotografie Bioreaktoru vyuzitého v diplomovégi

PIl — Schéma bioreaktoru pouzitého v diplomové igrEa]



Pl — Fotografie bioreaktoru vyuzitého v diplomovég



P 1l - Schéma bioreaktoru pouzitého v diplomovéprdd - chlazeni pitokem, 21 - sonda
pro mereni relativniho tlaku, 22 - sonda proegieni vysky hladiny, 2a/2b/2c/2d - ventily
pro davkovani peristaltickynaerpadly, 3d - okev topnymdesem, 19 - motor na michani,
7 - sonda pro r¥eni vodivosti, 8 - sonda progieni pH, 9 - sonda pro défreni obsahu
rozpuseéného kysliku, 10 - sonda pragkani ORP, 11 - sonda progieni turbidity, 12 -
lokalni vyhodnocovaci jednotka SC1000, 13 - vemtilodker plynné faze, 14 - sonda pro
mereni produkce C@ 15 - sonda pro #ieni produkce Ci 17 - ventil pro odér kapalné
faze [10].



