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Vliv koncentrace kysliku na zastoupeni nitritaénich
a nitrataCnich bakterii v aktivovaném kalu

Souhrn

Tato diplomova prace je zaméfena na posouzeni pribéhu nitrifikace v ¢isténé kalové
vodé s vysokou koncentraci amoniakalniho dusiku v zavislosti na koncentraci rozpusténého
kysliku.

Koncentrace rozpusténého kysliku je jeden z hlavnich Cinitela ovlivitujicich zastoupeni
nitritacnich a nitrata¢nich bakterii pti biologickém c¢isténi odpadni vody. Nitritace je prvnim
stupném nitrifikace, kdy dochazi k produkci dusitanii. Za urcitych podminek se nitrifikace
muze v této fazi zastavit, coZ je vyhodné k nasledné denitrifikaci. S tim je spojeno mozné
usporeni kysliku k oxidaci amoniakalniho dusiku a organického substratu pottebného pro
denitrifikacni proces. Vyuziti téchto skute¢nosti je ekonomicky vyhodné.

V ramci této prace bylo cilem simulovat oddélené ciSténi kalové vody. Kalova voda
dosahovala koncentrace N-amon cca 1330 mg/1 a byla davkovana do reaktoru provozovaného
na principu sméSovaci aktivace. Hodnota pH byla regulovéna na 7. Pro zjisténi vlivu kysliku
na nitrifikaci byla pouZita metoda, pii které se ménila koncentrace rozpusténého kysliku v
nitrifikaénim reaktoru.

Experiment byl rozdélen do péti fazi. V prvni fazi byla koncentrace kysliku nastavena
na 3 mg/l. Nitrifikace probihala aZ na dusi¢nany. Uginnost odstranéni N-amon se pohybovala
Vv této etapé okolo 98,3 %. Objemové zatiZzeni systému amoniakdlnim dusikem v prvni etapé
bylo v rozmezi 0,36 kg/(m>.d) az 0,64 kg/(m>.d), kdy se zvySoval pritok z 360 ml/d na 504
ml/d. Ve druhé fazi se koncentrace rozpusténého kysliku nastavila na 0,5 mg/l a poté zvysila
na 0,8 mg/l. Projevilo se to hromadénim dusitanti. Limitace koncentrace O ovlivnila G¢innost
odstranéni N-amon na cca 42,8 %. V druhé a dalSich fazich objemové zatizeni amoniakalnim
dusikem ¢inilo v priiméru 0,57 kg/(mg.d), kdy byl pritok nastaven na hodnotu od 552 ml/d do
576 ml/d. Ve tieti fazi se nastavila koncentrace rozpusténého kysliku na 4 mg/l a G€innost
odstranéni N-amon se pohybovala v této etapé okolo 80,1 %. Ve ctvrté fazi pii nastavené
koncentraci rozpuSténé¢ho kysliku na 1 mg/l doslo k limitaci aktivity nitratacnich bakterii a
tim k narGstu koncentrace dusitanti, aniz by dosSlo k vyraznému snizeni celkové uc¢innosti
odstranéni N-amon, které Cinilo 66,9 %. V posledni etapé byla nastavena koncentrace
rozpus$téného kysliku na 4 mg/l a i¢innost odstranéni N-amon se pohybovala primérné okolo

89,1 %.



Procentni zastoupeni N-NO, mezi oxidovanymi formami dusiku lze charakterizovat
tak, ze pii koncentraci O, vyssi nez 3 mg/1 je zastoupeni N-NO;  mezi oxidovanymi formami
jen 0,1 %. Pfi limitaci koncentrace O, pod 1 mg/l zastoupeni N-NO; vzrostlo ve druh¢ fazi na
29 % a ve ¢tvrté fazi na zméfenych 70 %. Coz potvrzovalo vliv koncentrace rozpusténé¢ho
kysliku na aktivitu nitritanich a nitratacnich bakterii.

Lze tedy ptedpokladat, ze dané podminky jsou vhodné pro dlouhodobou akumulaci

dusitant v kontinualnim systému na principu smésovaci aktivace.

Kli¢ova slova: cisténi odpadnich vod, nitrifikace, nitritaéni bakterie, nitratacni

bakterie, kyslik, kalova voda.



The Infleuence of Dissolved Oxygen Concentration on the
Occurrence of Ammonia and Nitrite Oxidising Bacteria in
Activated Sludge

Summary

This master’s thesis is focused on the assessment of nitrification progress in the treated
reject water with high total ammonia nitrogen (TAN) concentration depending on the
concentration of dissolved oxygen.

The concentration of dissolved oxygen is one of the main factors influencing the
presence of nitrifying bacteria during the biological wastewater treatment. The first stage of
nitrification is the nitritation during which the nitrite is produced. Under certain conditions the
nitrification process can stop at this stage which is convenient for the subsequent
denitrification. This can be combined with possible savings of the oxygen for further
oxidation of total ammonia nitrogen and organic substrate needed for the denitrification
process. Utilization of these facts is economical.

The goal within this thesis was to simulate split reject water treatment. Reject water was
reaching TAN concentration of approx. 1330 mg/l and it was added into the reactor working
in regime of completely stirring tank reactor (CSTR). Value of pH was set to 7. The method
used for the determination of the oxygen effect on the nitrification process was such that the
concentration of dissolved oxygen in the nitrification reactor was changing.

Experiment was divided into five stages. During the first stage the oxygen concentration
was set to 3 mg/l. Nitrification was left to go all the way to the nitrate. Efficiency of TAN
reduction during this stage was around 98.3 %. The capacity load of the system with the TAN
in the first stage was between 0.36 kg/(m®.d) and 0.64 kg/(m>.d) while the flow rate was
increasing from 360 ml/d to 504 ml/d. During the second stage the concentration of dissolved
oxygen was set to 0.5 mg/l and then increased to 0.8 mg/l. The effect was the accumulation of
nitrite. The limitation of the concentration of O, influenced efficiency of TAN removal to
approx. 42.8 %. During the second and subsequent stages the capacity load with the TAN was
on average 0.57 kg/(m®.d) while the flow rate was set between 552 ml/d and 576 ml/d. During
the third stage the concentration of dissolved oxygen was set to 4 mg/l and the efficiency of
TAN removal was around 80.1 %. During the fourth stage, when the dissolved oxygen
concentration was set to 1 mg/l, the limitation of the activity of the nitrite-oxidizing bacteria
took place which resulted in the increase of the nitrite concentration without considerable



decrease of the overall efficiency of the TAN removal which was 66.9 %. In the final stage of
the experiment the concentration of dissolved oxygen was set to 4 mg/l and the efficiency of
the TAN removal was on average 89.1 %.

The proportional presence of the N-NO, among oxidized forms of nitrogen can be
characterized as such that when the O, concentration is higher than the 3 mg/l the N-NO;
presence among the oxidized forms of nitrogen is only 0.1 %. When the O, concentration was
limited under 1 mg/l the presence of the N-NO," increased to 29 % during the second stage
and to 70 % during the fourth stage of the experiment. That proves the effect of the dissolved
oxygen concentration on the ammonia-oxidizing and nitrite-oxidizing bacteria activity.

Therefore, it can be presumed that given conditions are suitable for the long-term

accumulation of nitrite in the CSTR principle.

Keywords: wastewater treatment, nitrification, ammonia-oxidizing bacteria, nitrite-oxidizing

bacteria, oxygen, reject water.
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1 Uvod

Hlavnim ukolem systému c¢isténi odpadnich vod je vy¢istit vodu. Voda v piirod¢€ jiz ma
samocistici schopnost. Pro potfeby méstskych odpadnich vod, primyslovych vod a vod ze
zemé&délské ¢innosti, které jsou v dnesni dob¢ ve velkém mnozstvi produkovany, si ekosystém
nedovede poradit s takovym znec¢is§ténim, a proto je implementovan systém ¢isténi odpadnich
vod. Na odtoku z ¢istirny odpadnich vod by tedy vypousténa voda méla spliovat limity
obsahu znecistujicich latek. Systém se zaméfuje prevazné na nékteré slouceniny, které
odstrafiuje. Jmenovité to jsou organické latky, kvantifikované parametry CHSK a BSK, a
zejména pak slouceniny dusiku a fosforu.

Slouceniny dusiku, pfevazné¢ amoniakalni dusik, ktery se vyskytuje ve vysokych
koncentracich v kalové vod¢, je vyznamnym negativem v oblasti ¢isténi odpadnich vod.
V posledni dobé se velice rozrostl zajem o odvétvi ¢isténi odpadnich vod, coz je dokladano i
mnoha studiemi a odbornymi c¢lanky. Na Ccistirnach se uplatiiuji a stdle zdokonaluji
biochemické (biologické) metody cisténi. Ty zabranuji pfiliSnému zneciSténi zivotniho
prostiedi, které Cinnost Cloveka, spojena s produkeci dusiku, neumérné zatézuje. Tomuto
zneCisténi zabranime tim, Ze odstranime slouceniny dusiku V procesu ¢isténi odpadnich vod a
na odtoku z Cistirny vyrazné snizime zastoupeni dusikatych slou¢enin a zamezime dal$imu
zne€isténi prostiedi, vzniku sinic a eutrofizaci vod.

Biologické Cisténi odpadnich vod je proces, kdy se uplatiuje funkce
nitrifikace/denitrifikace, kdy biologické mikroorganismy odstranuji dusik z vody. Tato
metoda je vcelku ekonomicky vyhodna. Kalova voda, ktera se odstiedi v kalovém
hospodaftstvi, se v mnoha piipadech vraci do systému ¢isténi odpadnich vod, aby byla znovu
procCisténa. Tato voda velice zatézuje systém c¢isténi, a proto je vhodné ji pfedcistit. Jako
ptispévek k rozsifeni poznatkli 0 této metodé byla vytvofena tato diplomova prace, aby
pfispéla k popisu procesu oddéleného cisténi kalové vody obsahujici vysoké koncentrace
amoniakalniho dusiku.

Nejnakladnéjsim faktorem v biologickém stupni ¢isténi odpadnich vod je aerace
odpadni vody. Proto je vyhodné minimalizovat aeraci na co nejmensi mozny rozsah. V tomto
sméru pomahaji nové alternativni a ekonomicky vyhodné metody, kde regulace koncentrace
rozpusténého kysliku v kalové vode je zadouci, tedy Sharon a Annamox.

Pro spravné fungovani nitrifikace je zasadni mnoho faktorii. Jsou to napftiklad teplota,

mnozstvi rozpusténého kysliku, hodnota pH a stafi kalu. Tyto faktory se ale navzajem
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prolinaji a ovliviiuji prabéh cisténi. Tyto interakce znesnadnuji jednoduchy popis chovani
pribéhu cisténi, kdy se musi brat v ivahu mnoho faktori, a na problematiku nahlizet
komplexné.

Tato prace je zaméfena na popis fungovani nitritatnich a nitratanich bakterii, jejich
funkci a chovani v prubéhu procesu cisténi, za meénici se veli¢iny, kterou byl kyslik,

rozpustény ve vod¢.
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2 Cile prace a védecka hypotéza

Hlavnim cilem diplomové prace je zpracovat uceleny ptehled literatury o problematice
tématu a dale pak vyhodnotit vliv dlouhodobé i kratkodobé limitace dostupnosti kysliku pfi
nitrifikaci kalové vody na zastoupeni nitritaCnich a nitrata¢nich organismi v aktivovaném

kalu.

Zakladni hypotézou prace je predpoklad, Ze nasledkem snizeni koncentrace
rozpusténého kysliku z cca 3 mg/l na hodnoty v rozmezi cca 0,5-1,0 mg/l dojde ke snizeni
zastoupeni nitratacnich bakterii v aktivovaném kalu, pfi¢emz tato zména kyslikového rezimu
nebude mit zésadni vliv na zastoupeni nitritacnich organismi, které jsou vici nedostatku
kysliku podstatné odolnéjsi. Zaroven bude v danych podminkéch nitrifikacni proces ukoncen

ve fazi tvorby dusitanti.
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3 Teoreticka c¢ast

Tato Cast prace je zaméfena na vytvofeni literarni reSerSe 0 problematice vlivu
koncentrace kysliku na bakterie v aktivovaném kalu z procesu ¢isténi odpadnich vod S

dirazem na nitrifikaci.

3.1 Kolobéh vody

vvvvvv

nazyva hydrobiologicky cyklus. Je to uzavieny kolob¢h, ve kterém voda neustale cirkuluje
diky zemské pfitazlivosti a slune¢nimu zafeni. Voda se pomoci vypafovani z oceanskych a
motskych vod akumuluje v podobé vodni pary nad zemskym povrchem, kde se ve formé
kapalnych nebo pevnych srazek vraci zpét na kontinentalni pidu. Spadlé srazky se pak
stékanim dostavaji do potoku a fek, nebo jako podzemni voda zpét do moii a oceanti. Doba
zdrZeni vody je naptiklad v atmosféfe devét dni a v fekach od dvou do Sesti mésicti. Nejvetsi
zasoby vody na zem¢kouli jsou uchovavany ve sn¢hu a ledovcich. Na pevninském povrchu je
voda uchovavana ve vodnich nadrzich, povrchovych tocich, jako kapilarni voda v ptud¢ a také
jako voda hydroskopicka. Voda se také dale nachazi v zivych organismech (Ambrozova,
2003).

3.2 Kolobéh dusiku

Dusik patii spolu s kyslikem, vodikem a uhlikem mezi hlavni nejvice rozsifené
biogenni prvky v prostfedi. Pfi zvySujici se koncentraci dusiku ve vodach se také zvysuje
mnozstvi fytoplanktonu. Zptsob projevu zastoupeni nadmiry dusiku ve vodach je vodni kvét.
Cyklus dusiku zdvisi na aktivité¢ nejriznéjSich organismi, z nichz kazdy nese evolucné
ziskané poznatky, vlozené do jeho genetického materialu (Gorman, 2013). Dusik se dostava
do kolobéhu také diky ¢innosti ¢lovéka, jako je hnojeni dusikatymi hnojivy v zemédélstvi a
dale naptiklad spalovanim veSkerych surovin, které se pouzivaji k topeni. Vyskytuje se v
ptirodé hlavn¢ ve formé atmosférické molekuly dusiku, v podobé amoniaku, dusitant a
dusi¢nant a v neposledni fad¢ jako nukleové kyseliny, bilkoviny a moc€oviny. Vazba, ktera

spojuje atomy dusiku v molekule Ny, je pevna trojna. Diky této vazbé je dusik bran jako
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inertni plyn. Na obrazku je znazornén kolobéh dusiku. Slozitost kolobéhu dokladaji reakce,

které proces zajiSt'uji (amonifikace, biologicka fixace, nitrifikace a denitrifikace).

ce dusitanu
a

°/*\ NO 2-

nitrifikace

NO;

organick
du’tik d

N

R - == NH; = m == =

anammox anoxické prostredi
Noz biologicka
fixace
NO

demtnflkace

Obrazek ¢. 1: Kolobéh dusiku (Bernhard, 2010)

Organismy, které dokézi pomoci enzymu nitrogenazy biologickou fixaci, vyuzivaji
atmosféricky dusik. Jsou to symbioti¢ti a voln€ Zijici vazaci riznych skupin atmosférického
dusiku. Je to napiiklad symbioticka hliznatd bakterie rodu Rhizobium, Zzijici na kotfenech
bobovitych rostlin. Voln¢ zijicim vaza¢em jsou bakterie rodu Azotobacter a rod Clostridium.
Ze zastupcu fototrofnich vazacl jsou to sinice rodu Anabaea a Aphanizomenon. Enzym
transformuje dusik na amonné soli, glutamin a zabudovéava ho do vegetativnich bunék. Diky
rozkladu odumfelych ¢asti rostlin a zivocichu a také metabolickych jevii organismt se do

prostiedi uvolituje dusik. Na mineralizaci dusiku na amoniak se podileji chemotrofni bakterie

procesem amonifikace (Ambrozova, 2003).
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3.2.1 Mikrobiologie odpadnich vod v kelobéhu dusiku

3.2.1.1 Nitrifika¢ni bakterie

Diky nitrifikatnim bakteriim je zajiSténa oxidace amoniaku pomoci litotrofnich
acrobnich bakterii ve vodnim prostiedi, a to ve dvou krocich. V prvnim — nitritaci - se
amoniak oxiduje na dusitany a v druhém kroku — nitrataci — se dusitany oxiduji na dusi¢nany,
viz detailnéj$i rozebrani v kapitole 3.5. Nitrifikacni bakterie ve vod¢ indikuji pribéh

mineraliza¢nich procest (Ambrozova, 2004).

3.2.1.2 Denitrifikaéni bakterie

Denitrifikacni  bakterie se ucastni rozkladu riznych organickych substrata.
Redukuji dusi¢nany na dusitany a molekularni dusik, viz kapitola 3.5 Biochemické pfemény
dusiku. Vyskyt téchto bakterii indikuje organické znecisténi. Vyznam jejich zastoupeni ve
vod¢ spociva v oxidaci organického znecisténi se soucasnou redukci dusi¢nand na plynny

dusik, ¢imz se dusik z vodniho prostiedi odstraniuje (Ambrozova, 2004).

3.2.1.3 Amonizaé¢ni bakterie

Amonizacni bakterie pracuji na hydrolyzaci bilkovin prostfednictvim enzymi na $tépné
produkty typu peptidt a aminokyselin. Indikuji znecisténi dusikatymi organickymi latkami,
zejména amoniakem, jenz je produktem téchto bakterii. MnoZstevni zastoupeni amonizacnich
bakterii v prostiedi je ukazatelem probihajicich rozkladnych procest. Jejich stanoveni je
vhodné pro piipady sledovani samocisticich procesti a eliminaci organického zneciSténi

dusikem ve vodnim prosttedi (Ambrozova, 2004).

3.2.1.4 Proteolitické bakterie

Proteolitick¢ bakterie jsou aerobni ale i anaerobni a jsou dopliujici skupinou
amonizacnich bakterii. Tyto bakterie vylucuji do prostfedi hydrolytické enzymy proteinézy,

prostiednictvim kterych hydrolyzuji vysokomolekularni bilkoviny na nizkomolekularni.
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Stanoveni jejich obsahu je dilezité, protoze ukazuji zatizeni vod vysS§im obsahem

bilkovinnych latek (Ambrozova, 2004).

3.2.1.5 Anammox bakterie

Tyto bakterie zajistuji pomoci Anammox (anaerobni oxidace amoniaku) pieménu
dusitanu a amoniakalniho dusiku na molekularni dusik. Bakterie patfi do kmene
Planctomycetes. Zatim je objeveno 5 rodd. Ctyii jsou sladkovodni - Brocadia, Kuenenia,
Anammoxoglobus, Jettenia a jeden rod moisky - Scalindua (Jetten et al., 2009). Zajimavé je,
ze u vSech rodl, probihd proces Anammox V télisku (anammoxozomu) uchyceném na

membrané, které je vazano v cytoplazmé (Boumann et al., 2009).

3.3 Formy dusiku

vvvvvv

prvky. Je nepostradatelny pro vyvoj organismd, tzv. nutrient. Uastni se viech procestl, které
probihaji v podzemnich, povrchovych a i odpadnich vodach a také pii procesech Uprav a
¢isténi vod.

Slouceniny dusiku se vyskytuji v ptfirodé ve form¢ anorganického nebo organického
ptvodu. Slouceniny dusiku biogenniho ptivodu vznikaji pfi rozkladu organickych dusikatych
latek zivocisného a rostlinného ptivodu.

Jednim z nejvyznamnégjSich antropogennich zdroji sloucenin organického a
anorganického dusiku v prostiedi jsou splaSkové vody. Specifickd produkce celkového dusiku
se nejbéznéji pocitd v mnozstvi 12 g na 1 obyvatele za 1 den. DalSimi zdroji slou€enin dusiku
jsou zemé&délstvi, potravinafstvi a v neposledni fadé priimyslové odpadni vody.

Dusik je zastoupen ve vodach v nékolika formach s riznym oxida¢nim c¢islem. Jsou to
amoniakdlni dusik, kyanatany, kyanidy, elementarni dusik, hydroxylamin, oxid dusny,

dusitanovy dusik a dusi¢nanovy dusik.

3.3.1 Amoniakalni dusik

Amoniakalni dusik se vyskytuje ve vodach jako disociovany iont NH;" a nedisociovany

NHs;. Jejich podil v prostfedi je dany hodnotou pH a teplotou vody. V piirodnich a
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splaskovych vodach je koncentrace amoniakalniho dusiku velmi malad (v desetinaich mg/l),
kdezto v nékterych primyslovych odpadnich vodach a v odpadnich vodach ze zemédélstvi 1ze
zaznamenat i stovky mg/l az jednotky g/l amoniakalniho dusiku. Stanoveni amoniakalniho
dusiku patii mezi nejvice provadéné rozbory vsSech druhti vod. Napiiklad pitnd voda je
limitovana mezni hodnotou 0,5 mg/l. Rozbor povrchové vody fadi amoniakalni dusik mezi
zakladni chemické ukazatele. Pfi vypousténi odpadnich vod do vod povrchovych, nalezi
obsah amoniakalniho dusiku k zavazné stanovenym ukazatelim. Pfi kontrole biologickych
¢istiren odpadnich vod je rozbor amoniakélniho dusiku soucasti dusikovych bilanci.

Obsah amoniakdlniho dusiku ve vod¢ se stanovuje vzdy jako soucet ve vodée
disociovaného NH4" amonného iontu a nedisociovaného amoniaku NHs, protoze bézné
pouzivanymi chemickymi metodami se nerozli$i obsah zastoupeni jednotlivych forem.
Vyjadiuje se jako N-(NH3 + NH;") nebo Namon (Pitter, 1999). Podle Chudoby et al. (1991) ma
amoniakalni dusik vysokou spotiebu kysliku pro biochemickou oxidaci (asi 4,57 g kysliku na
1 g NHjs), proto by se mélo zamezit odtoku vod z Cistirny odpadnich vod, které maji vysoké

koncentrace amoniakalniho dusiku.

3.3.2 Dusi¢nany

Dusi¢nany (NO3’) jsou kone¢nym produktem mineralizace organicky vdzaného dusiku.
Za oxickych podminek jsou stabilni. Za anoxickych podminek podléhaji denitrifikaci.
Dusi¢nany se vyskytuji téméf ve vSech vodach a patfi mezi 4 hlavni anionty. Jejich
koncentrace v pfirodnich vodach neustale vzrista diky zintenziviiovani zemédélské ¢innosti a
vzrustajicimu poctu obyvatel a jejich ¢innosti. Koncentrace dusi¢nanti v ptirodnich vodach se
méni také v zavislosti na vegetacnim obdobi. Maximalni koncentrace dusi¢nanli je mimo
vegetacni obdobi (Pitter, 1999). Ackoliv dusi¢nany jsou prospésné v zemédélstvi Chudoba et
al. (1991) tika, Ze zvySovani koncentrace dusi¢nanli v zivotnim prostfedi a v pitné vod¢ je

nebezpecné a zapticinuji u déti kojeneckého véku nemoc methemoglobinaemii.

3.3.3 Dusitany

Dusitany (NO3") vznikaji zpravidla ve vodach jako pfechodna forma pfi biologické
redukci dusi¢nantt nebo biologické oxidaci N-amon. ProtoZe jsou velmi nestalé, objevuji se

pouze v malych koncentracich. V Cistych ptirodnich vodach se vyskytuji pouze ve stopovych
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koncentracich. Ve znecisténych odpadnich a splaskovych vodach se mohou vyskytovat ve
vyssich jednotkach mg/l. Vyskyt dusitanii znamena indikaci fekalniho zne¢isténi.
Obsah dusitani je dilezitou soucasti rozboru pitnych vod a jsou soucasti dusikovych

bilanci pfi kontrole biologickych Cistiren odpadnich vod (Hordkova, 2003).

3.3.4 Organicky dusik

Organicky dusik (N-org) se vyskytuje v pfirodnich vodach a odpadnich splaskovych
vodach vazany V bilkovinach a jejich st€pnych produktech (peptidy, aminokyseliny, peptony)
Vv purinech, pyrimidinech a v moc¢oviné. Organicky dusik se stanovuje hlavné ve splaskovych
ma stanoveni organického dusiku pfi sledovani technologickych procest biologického ¢iSténi
odpadnich vod a pfi hodnoceni ¢istirenskych kalti. Udava se jako hmotnostni koncentrace Norg

v mg/l (Hordkova, 2003).

3.3.5 Dusik a oxid dusny

Zdrojem elementarniho dusiku (N) ve vodach je hlavné dusik atmosféricky. Dale se
tvoii ve vodé nebo pudé biochemickymi denitrifikacnimi pochody z dusi¢nanii. Dusik
rozpustény ve vod¢ je stabilni a nepodléhd chemickym reakcim. Nékteré bakterie jsou vSak
schopné elementarni dusik fixovat. Diky nim se pak miiZe stat soucasti biomasy.

Oxid dusny (N2O) vznikéd denitrifika¢nimi pochody v zemédélskych procesech a pii

spalovani paliv (Pitter, 1999).

3.4 Kyslik ve vodé

Pro proces biologického ¢isténi odpadnich vod je koncentrace kysliku dulezita veli¢ina,
kterd se piiprocesu spotiebovava. Je Zadouci zajistit dostatecné mnozstvi rozpusténého
kysliku ve vodném prostiedi, aby biologické procesy probihaly. Dispergované nebo
suspendované bakterie, které vyuzivaji volny molekularni kyslik (O,), funguji jiz pfi
koncentraci rozpusténého kysliku od 0,3 mg/l. Nicmén¢, koncentrace rozpusténého kysliku
okolo vlocky neni stejna, jako koncentrace kysliku uvnitf vlo¢ky. MnozZstvi rozpusténého
kysliku mimo vlo¢ky musi byt dostatecné, aby byl schopen proniknout do stfedu vlocek a
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zajistil dostatecnou koncentraci rozpusténého kysliku v jadru (Gerardi et al., 2010). Optimalni
mnozstvi volné rozpusténého kysliku ve vodé v cistirné odpadnich vod je takové, které je
rovno nebo veétsi jeho spotiebé.

Chudoba et al. (1991) uvadi, Ze na oxidaci 1 kg organické latky je zapottebi cca 1,42 kg
O,. Tato hodnota spotieby kysliku je zavisla na chemickém slozeni organické latky a je
v praxi okolo 1,3 az 1,5 kg. Mnozstvi spotfebovaného kysliku obecné zavisi na rozdilu
pramérného oxida¢niho c¢isla uhliku biomasy a exogenniho substratu. Substraty se zapornou
hodnotou primérného oxidacniho c¢isla uhliku budou potfebovat na syntézu biomasy
dostate¢ny ptisun kysliku. Substraty s kladnou hodnotou primérného oxidacniho ¢isla uhliku

maji v molekule vice kysliku neZ je potiebné k syntéze biomasy (Chudoba et al., 1991).

3.4.1 Oxygenacni kapacita

Pro procesy ¢isténi odpadnich vod je potieba vhanét kyslik do aktivacnich nadrzi. Ten
je pivodu vzdusného, nebo se pouziva ¢isty plyn (kyslikova aktivace).

Oxygenacni kapacita zatizeni, které vhani kyslik do nadrze, je mnozstvi kysliku, které
je schopno vyprodukovat za jednotku ¢asu do jednotkového objemu dané nadrze pii jeho
nulové koncentraci v nadrzi (Chudoba et al., 1991).

Na oxygenacni kapacité pfistroje zavisi koncentrace rozpusténého kysliku ve vode.
S tim je spojena intenzita narustu bakterii, které¢ nasledné odstranuji dusikaté slouceniny, viz
kapitola 3.5. Pomoci mnozstvi rozpusténého kysliku ve vodném prostiedi lze korigovat
probihajici procesy. Pottebu zvyseni biologického odbouravani dusikatych latek ve vodég je
mozno realizovat navySenim objemu denitrifikace na ukor nitrifikace, viz dalsi kapitola 3.5.
Poté za podpory vhanéni kysliku lze opét zaktivovat nitrifikaci a tim navysit G¢innost

odstraiiovani dusiku (Chudoba et al., 1991).

3.5 Biochemické premény dusiku

Jednou z dulezitych pfemén anorganického dusiku na ¢istirn¢ odpadnich vod je oxidace
amoniakalniho dusiku na dusitany a dusi¢nany, coz je nitrifikace.

Redukce dusi¢nantl na elementarni dusik je denitrifikace.

Téma této diplomovéa prace se soustfedi na zastoupeni nitritanich a nitratacnich

bakterii v aktivovaném kalu a proto jsou nasledné pasaze obsahlejsiho rozsahu.
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3.5.1 Nitrifikace

Nitrifikace je oxidace amoniakalniho dusiku na dusitany az dusi¢nany pomoci
biochemickych procest (Gerardi, 2010). Zpusobuji ji pifedevsim litotrofni a ziidkakdy i
organotrofni organismy. Z nitrifika¢nich bakterii jsou zastoupeny napiiklad tyto dva rody:
Nitrosomonas a Nitrobacter. V piirodé jsou zastoupeny nejvice a maji schopnost zachycovani
a ulpivani na rtznych povrsich. Vyskyt bakterii je na pevnych latkach plovoucich ve
vodé, usazeninach a v pudé. Pfi vhodnych podminkach probiha nitrifikace Vv oxickém
prostiedi velmi snadno. Prvni krok oxidace zajistuji napiiklad bakterie rodu Nitrosomonas,
nitritace kterymi je dusik pfeménovan na dusitany. Jejich geneze je pomalejsi, nez u rodu
Nitrobacter (Pitter, 1999). Nitrobacter oxiduje dusitany na dusi¢nany. Diky témto bakteriim
se ve vodach dusitany neakumuluji a jejich zastoupeni je minimalni. Nejvhodngjsi teplota pro
nitrifikaci se pohybuje od 20 °C do 30 °C. Pod 5 °C nitrifikace neprobihd, pii biologickém
¢isténi odpadnich vod zacina inhibice nitrifikace jiz pod 12 °C (Pitter, 1999). Dulezitou
veli¢inou je hodnota pH. Pro Géinnou nitrifikaci by se hodnota pH méla pohybovat v rozmezi
7 az8,5.

Rovnice dvou stupiid nitrifikace 2 NHz +3 0; =2 NO, +2 H" + 2 H,0 (1)
2 NO; + O =2 NOj™ (Hai et al., 2013). @)
Vyslednou rovnici nitrifikace, kdy se zoxiduje amoniakalni dusik na dusi¢nanovy dusik, lze

zapsat takto: NHz + 2 O, = NOz + H* + H,0. (3)

Dutlezitou informaci je, Ze pro efektivni zoxidovani 1 g amoniakalniho dusiku, jak je
vV literatufe uvadéno, je zapotiebi 4,57 g kysliku. Nejvétsi spotieba kysliku v reakci je tehdy,
kdyz probiha oxidace na dusitany (rovnice prvniho stupné nitrifikace). Ve vétSim mnoZstvi se
také uvoliiuje vodikovy iont, ktery zpiisobuje okyseleni prostfedi. Pfi malé tlumivé kapacité
vody pH vyrazné¢ klesa, pod hodnotu 6 az 6,5 pH, kdy dochézi k inhibici nitrifikace. Priib¢h
nitrifikace a zastoupeni bakterii pfi nitrifika¢nich reakcich je ovlivnén fadou anorganickych a
1 organickych latek, obsazenych ve vodé. Nejvice se inhibuje druhy stupen reakce, to ma
velky vyznam pro stanoveni biochemické spotieby kysliku a pti procesech biologického

¢isténi odpadnich vod (Pitter, 1999).
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3.5.1.1 Nitritace

Mezi nitritacni bakterie patii bakterie rodu Nitrosomonas, jak je zminéno v kapitole
3.5.1, ¢ili nitrifikanti prvniho stupné. Uvadi se, Ze jsou obligatné aerobni, chemolitotrofni.
Zakladnim zivnym substratem pro tyto bakterie je N-amon. Anorganicky uhlik sice vyuzivaji
jako zdroj uhliku, ale za urCitych podminek jsou schopné asimilovat i nékteré organické
slouceniny (tzv. mixotrofni rust).

Nitritace, viz rovnice €. 1, je proces, ktery probiha ve vicero krocich. Nejdilezitéjsim
meziproduktem je hydroxylamin NH,OH, ktery je relativné stabilni. Oxidace N-amon na
hydroxylamin je endotermicka. Satura¢ni konstanta Nitrosomonas pro N-amon V rozmezi

hodnot pH 7 az 8 je relativné konstantni, kdyz se vyjadii v mgN-amon/I (Buday, 2002).

3.5.1.2 Nitratace

Nitratace navazuje v pochodu nitrifikace na jeji prvni ¢ast - nitritaci. Mezi nitrata¢ni
bakterie patii bakterie rodu Nitrobacter, ¢ili nitrifikanti druhého stupné. Zakladni
metabolismus Nitrobacter je spjat s oxidaci NO, na NOj3™ a asimilaci anorganickych forem
uhliku. Samotnd oxidace nitratace neni slozitd, vzhledem k pfesunu pouze dvou elektront, a
neni spojena s produkci vyznamnych meziprodukti. Jako substrat pro Nitrobacter se udava
nedisociovand 1 disociovana forma dusitanu (Buday, 2002). Nitratace neni spjata
s vyznamnou produkci H” iontfl a kdyZ je spotieba CO, minimdlni, vliv této reakce na pH je
V porovnani s nitritaci zanedbatelny.

Nitrata¢ni organismy jsou fakultativné aerobni chemolitotrofni mikroorganismy. Rostou
I v anoxickych podminkach prostiedi a jsou schopny redukovat zpétnou reakci NO3 na NO;',
NO a N;O. Pii oxickych podminkach prostfedi jsou schopny oxidovat NO, na NOgs, viz
rovnice ¢. 2. Stejné jako v piipad¢ nitritacnich bakterii, tak byl u nékterych nitrata¢nich
bakterii prokazan rust diky organickému substratu jako zdroje uhliku. Nitrobacter je schopen
rozmnozovani dokonce i pii anoxickych podminkéch, kdy vyuzivda NOj3 jako konecny

akceptor elektronti (Bock, 1988).

3.5.2 Denitrifikace

Dalsim klicovym pojmem v procesu odstranovani dusiku z odpadnich vod, je

denitrifikace. Denitrifikace je redukce dusi¢nand - denitratace a dusitand - denitritace na
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elementarni dusik nebo na oxidy dusiku (Gerardi, 2010). Denitrifikace probiha v anoxickych
podminkach. Cilovym akceptorem elektroni je dusik v oxidaénim stupni Il nebo V.
Denitrifikace probiha ve vodach pomérné snadno, stejné tak, jako nitrifikace, avSak pouze
tehdy, jestlize jsou zajistény anoxické podminky. Denitrifikace zpisobuje odstranovani
dusiku, a proto se zamérn¢ pouziva pii biologickém ¢isténi odpadnich vod. Proces
biochemické redukce dusi¢nanti a dusitanti na elementarni dusik je zpisoben organotrofnimi
striktné¢ 1 fakultativné anaerobnimi mikroby, jako jsou napiiklad rody Pseudomonas,
Micrococus, Denitrobacillus a Achromobacter (Liu, 2014). Pro spravnou funkci
denitrifika¢nich bakterii je nutny substrat organického ptvodu, ktery slouzi jako zdroj

energie. Tyto organické latky, které jsou zdrojem energie, jsou pfi denitrifikaci oxidovany.

Rovnice denitrifikace 5 CH30H +6 NO3 =5C0,+3 N, +7 H,O +6 OH 4
5 CeH1206 + 24 NO3 =12 N, + 18 H,0 + 30 CO, + 24 OH™ (5)
3 CH30H +6 NO, =3C0O,+3 N, +3H,0+60H (6)

V pribéhu denitrifikace se uvoliuji hydroxidové ionty. Diky OH™ se prostiedi zpravidla
alkalizuje a kdyZz voda nemé dostate¢né tlumivou kapacitu, hodnota pH se zvySuje. Rozmezi
hodnot pH, ve kterych probiha denitrifikace, se pohybuje od 6 do 9. Reakce neni tak
nachylna na vykyvy pH jako je tomu u nitrifikace. Z rovnice ¢. 5 vyplyva, ze pro denitrifikaci
je potieba urcité mnozstvi organického uhliku, ke zredukovani N-NOj3". Podle Pittra (1999) je
zapotiebi mnozstvi 0,7 g organického uhliku, ke zredukovani 1 g N-NOj3". Tento uhlik je
bakteriim dostupny jak z extracelularnich tak 1 intracelularnich latek. V anoxickych
podminkach je pribéh denitrifikace nejucinné;jsi, mize ale probihat také i pii velmi malych

koncentracich rozpusténého kysliku, pfi hodnotach méné nez 0,5 mg/l (Pitter, 1999).

3.6 Vliv kysliku na pribéh nitrifikace

Koncentrace rozpuSténého kysliku ma zasadni vliv na pribéh nitrifikace, protoze se
jedné o aerobni proces, kdy je spotifebovavano velké mnozstvi kysliku. Jednotlivé skupiny
bakterii maji rliznou afinitu ke kysliku.

Chudoba et al. (1991) uvadi, Zze optimum rozmezi rozpusténého kysliku ve vodé pro
nitrifikaci je od 0,3 do 1,0 mg/l. ProtoZze koncentrace rozpustén¢ho kysliku se miize
kombinovat i s jinymi uvadénymi Ciniteli, ovliviiujicimi nitrifikaci, je doporuceno zajistit

koncentraci cca 2 mg/l kysliku ve vode.
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Do odpadni vody se vhani vzduch a rozpustény kyslik je nasledné pfijiman pomoci
diftze do kalové vlocky, v niz probiha nitrifikace. Potiebné mnozstvi O, pro optimalni prib¢h
nitrifikace se dle rtiznych autord 1isi a je ovlivnéno rtiznymi podminkami méfeni, riznym
slozenim analyzované biomasy a je ovlivnéno i velikosti kalové vlo¢ky.

Guisasola et al. (2005) udava, ze koncentrace rozpusténého kysliku v reaktoru pro
uspokojivou aktivitu nitritaénich bakterii je nizsi, nez pro uspokojivou aktivitu nitratacnich
bakterii a to tak, Zze pro funkci nitritacnich bakterii dostacuje 0,74 mg/l koncentrace
rozpusténého kysliku a pro nitratacni bakterie 1,75 mg/l koncentrace rozpusténého kysliku.
Blackburne et al. (2007) uvadi koncentraci rozpusténého kysliku 0,03 mg/1 pro nitritacni a 0,4
mg/l pro nitratacni bakterie. Weismann (1994) zminuje koncentraci rozpusténého kysliku pro
nitritacni bakterie na 0,3 mg/l a pro nitrataéni bakterie 1,1 mg/l. Schramm et al. (1999)
popisuje, Ze dostacujici koncentrace rozpusténého kysliku je pro nitritacni bakterie 0,5 mg/l a
pro nitratac¢ni 1,9 mg/1.

Kyslik je vyuzivan pfednostné pro oxidaci amoniakélniho dusiku. V ptipadé nedostatku
koncentrace rozpusSténé¢ho kysliku mize dojit ke znevyhodnovani nitrata¢nich bakterii vici
nitritatnim bakteriim. V ¢isténych odpadnich vodach s vysokou koncentraci amoniakalniho
dusiku byla pii koncentraci rozpusténé¢ho kysliku pod 1,5 mg/l pozorovdna moznost
akumulace N-NO;" (Ruiz et al., 2003). Blackburne et al. (2007) udava hodnotu 0,5-1 mg/I
koncentrace rozpusténého kysliku.

Uspora kysliku pro pribéh zkracené nitrifikace, viz kapitola 3.8, se jevi jako
ekonomicky vyhodna, ov§em miize vést k technologickym omezenim, kdy nedostatek kysliku
zpusobi vypadky uc€innosti, vyssi produkci oxidu dusného a dale nevhodné sedimentacni
vlastnosti kalu (Blackburne et al., 2007).

Ekonomicky pfinos zkrdcené nitrifikace amoniakdlniho dusiku, diky limitaci
koncentrace rozpusténého kysliku, byl popsan mnoha autory (Ciudad et al., 2005; Guo et al.,
2009; Wang et Yang, 2004).

3.7 DalSi Cinitelé ovliviiujici pribéh nitrifikace

Vliv na prubéh a rychlost nitrifikace ma i mnoho dalsich faktord. Jednotlivé interakce

nasledné popsanych faktorti jsou natolik riiznorodé a specifické, Ze jejich ptiisobeni nema vzdy
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stejny pribeh a lze je jen tézko popsat. Pfi posuzovani rychlosti nitrifikace musime zohlednit

vSechny faktory celkove.

3.7.1 Teplota

Teplota vyrazné ovliviiuje prabéh nitrifikace a je zdsadnim Cinitelem, ktery se zjistuje a
zaznamenava. Ma velky vyznam pro vyvoj mikroorganismi, kdy inhibuje nebo podporuje
jejich rist. Nitritaéni a nitratacni bakterie maji pro svou cCinnost odlisné teplotni naroky.
Jednotlivi autofi se ve svych pracich v konkrétnich hodnotach teplot 1isi. Hao et al. (2002)
udava hranici rychlosti rastu teplotu 20 °C. Pii teplotach nad touto hranici rostou rychleji
nitritacni bakterie neZz nitrataéni bakterie. Pfi teplotdch nizSich je tomu naopak. Proces
nitrifikace, jak udava Chudoba et al. (1991), probiha jiz od 5 °C do 30 °C. Vyssich teplot (30
— 40 °C) pro zvySeni aktivity nitritacnich bakterii je vyuZivdno i v metod¢ Sharon, viz
kapitola 3.8.1 (Anthonisen et al., 1976). Bakterie odpovédné za prub&h nitrifikace jsou
nachylnéjsi na zmény teplot nez bakterie organotrofni. Optimalni hodnota teploty pro funkci
nitritanich a nitrata¢nich bakterii a prubéh nitrifikace v aktivaénim kalu je kolem 28 °C.
S poklesem teploty o 10 °C se ale rychlost reakci snizuje pfiblizn€ o polovinu. Pfi nitrifikaci
také muze pifi nizSich teplotach dochézet k hromadéni nezadoucich dusitand. V kalu
S rostoucim stafim jsou jednotlivé procesy vice nachylné na vykyvy teplot (Chudoba et al.,
1991).

3.72 pH

Také hodnota pH ovlivituje pribéh nitrifikace. DosaZeni vhodné hodnoty pH se externé
pomoci ¢inidel upravuje a reguluje. Specificky pro rod Nitrobacter je nejvhodnéjsi pH 7,2 az
7,6. Pro Nitrosomonas je to 7,9 az 8,2. Vyssi hodnoty pH vedou k vy$simu zastoupeni
dusitanti a maji vliv na jejich hromadéni (Chudoba et al., 1991). Bakterie si sami okyseluji
prostiedi, to mize vést az k okyseleni ¢isténé vody, bohaté na amoniakalni dusik, natolik, ze
se zacne projevovat inhibice nitrifikace. Pti vy$§im pH (kolem 8) dochazi k narlistu volného
amoniaku a k inhibici ¢innosti bakterii oxidujicich dusitany. Pfi nizsim pH (pod 7) dochazi

K nartistu mnozstvi volné kyseliny dusité a naopak zastoupeni volného amoniaku klesa.
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3.7.3 Toxické latky

Slozeni vod pfitékajicich do Cistirny odpadnich vod je velmi rGznorodé a leckdy
nepiedvidatelné. To casto inhibuje proces nitrifikace, at’ uz to je pfitékajici mnozstvi
toxickych organickych latek (nejvice inhibujici vliv maji ty slouceniny, které obsahuji siru
nebo dusik - thiomoc¢ovina aj.) nebo inhibujicich anorganickych latek (t€zké kovy, kyanidy a
kyanatany, neiontové formy NHz a HNO,) (Chudoba et al., 1991).

Z hlediska ovlivnéni nitrifikace bychom se méli podivat 1 na koncentrace jednotlivych
forem anorganického dusiku vyskytujicich se v Cistirnach odpadnich vod. Obzvlasté pak na
koncentrace volného amoniaku (FA — free ammonia) a volné kyseliny dusité (FNA — free
nitrous acid), protoze inhibuji prabéh nitrifikace. Anthonisen et al. (1976) uvadi, ze pii
koncentraci FA ptesahujici 0,1 — 1,0 mg/l a u FNA 0,2 — 2,8 mg/I jsou nitrata¢ni organismy
inhibovany, naopak nitritaéni organismy lépe sndSeji vysSs$i koncentrace nedisociovanych
forem FA a FNA. Nejen koncentrace volného amoniaku a volné kyseliny dusité ovliviiuje
prabéh nitrifikace. Také spojeni koncentrace FA a FNA s hodnotou pH a dal§imi jevy,
napiiklad teplotou prostfedi, ovliviiuje pritbéh nitrifikace. Pfi hodnoceni dopadu vysoké
koncentrace latek na proces nitrifikace je dilezité zabyvat se i dalSimi faktory, hlavné

teplotou a hodnotou pH (Svehla et al., 2010).

3.7.4 Stari kalu - doba zdrzZeni kalu v reaktoru

Nitrifikacni bakterie, které se nachdzeji v aktivovaném kalu, maji urcitou rlistovou
rychlost. Proto, kdyz je doba zdrzeni kalu krat$i nez rychlost nartstu bakterii, neprobiha
nitrifikace s plnym ucinkem, protoze se bakterie odplavuji. Nitrita¢ni organismy, oxidujici
amoniakalni dusik na dusitany, Casto rostou rychleji nez nitratani organismy, které oxiduji
dusitanovy dusik na dusi¢nanovy. To miZe mit za nasledek nechténé hromadéni dusitant,
pokud bude aplikovana kratka doba zdrzeni biomasy v aktivovaném kalu. Naopak, pti zaméru
vyvolat produkci prevazné dusitant a zamezit produkci dusi¢nand, jde tento imysl uskutecnit
pomoci regulace doby zdrzeni kalu. Tohoto postupu vyuziva technologie, kterd je

provozovana prevazné v Nizozemi s nazvem Sharon (Dongen et al., 2001).
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3.8 Alternativni metody ¢iSténi odpadnich vod

V piirodnich podminkach probiha proces nitrifikace az do faze vzniku dusi¢nanti. Pti
alternativnich metodach se zastavuje pfirozeny prubéh nitrifikace, kdy pro potfeby nasledné
upravy cisténych vod se proces zastavi V prvni fazi nitrifikace - po vzniku dusitanti. Tento
proces nazyvame zkracena nitrifikace.

Aplikaci alternativnich metod v procesu ¢isténi odpadnich vod, se uspoii zdroj energie -
organické latky a také spotieba rozpusténého kysliku v kalové vodé, ktery je spotfebovavan

V niz§im mnoZzstvi. A jevi se tedy jako ekonomicky vyhodné.

3.8.1 Sharon

Sharon (Single-reactor high activity ammonia removal over nitrite) je biotechnologie
pro fizenou produkci dusitant. Proces se vyuziva pifi oddéleném cisténi kalové vody v jedné
nebo dvou nadrzich pro lepsi kontrolu procesu (Hellinga et al., 1998; American Water Works
Association, 2013). Reaktor, ve kterém probiha nitrifikace, je nastaven tak, aby pracoval se
stejnou dobou zdrzeni kalu, jako je hydraulickd doba zdrZzeni vstupujici vody na principu
chemostatu. Toto vede k ziskani optimalniho sloZeni mikrobialni populace v aktivovaném
kalu, protoze nitratacni organismy jsou pomaleji rostouci, jsou z procesu vyplavovany jesté
predtim, nez stihnout nartst a aktivné se zacit zapojovat do procesu pretvareni dusitan na
dusi¢nany (Dongen et al., 2001; Svehla et al., 2010).

Tuto domnénku potvrzuje studie od Fuxe et al. (2002), kde je uvedeno, ze zdrZeni kalu
na dobu krat$i nez 1,2 dne vykazuje zfetelné snizeni intenzity nitratace, diky vyplavovani

nitratac¢nich bakterii.

3.8.2 Anammox

Anammox (Anaerobic ammonium oxidation) je anaerobni oxidace amoniaku. Hu et al.
(2011) popisuje Anammox jako proces, pii kterém se uplatiiuji piirodni mikrobialni pochody,
kdy je N-amon anaerobn¢ oxidovan na volny dusik. Pfi této reakci jsou pouzivany dusitany
jako akceptory elektronu (Hao et al., 2005). Tento proces vétSinou prichazi po procesu

Sharon.
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3.9 Metody identifikace mikroorganismu

Pro potfeby piesné identifikace mikroorganismi, podilejicich se na nitrifika¢nich
procesech, pii kterych je spotiebovavan kyslik, které se nachazeji naptiklad v aktivovaném
kalu, biofilmech atd., se vyuziva riznych metod jejich stanoveni. Pro toto stanoveni byl

vyvinut proces zjiStovani organismi pomoci mikroskopické analyzy.

3.9.1 FISH — fluorescen¢ni in situ hybridizace

Podle Thangaduraie (2007) je FISH hybridizace proces, kdy klonovana DNA je
vpravena do intaktnich chromozomu. Klonovana DNA je barevné oznaéena fluorescen¢nim
barvivem. Toto je hlavni metoda, pomoci které se fyzikalné¢ mapuji klonované DNA
fragmenty na chromozomech. Metoda FISH je proces, kterym se zjiStuje pfitomnost
zakladnich vlaknitych mikroorganismi a také nitrifikacnich bakterii prvniho i druhého stupné.
Zaklad4d se na navazani fluorescencn¢ znacenych genovych sond na nukleové kyseliny
v mikrobialni sond¢€. Tato metoda a jeji proces ndm umoznuje stanovovat V relativné kratkém

¢asovém Useku piesné mnozstvi piitomnych mikroorganismt ve zkoumaném vzorku.

39.2 PCR

Technika PCR (polymerazova fetézova reakce) byla vyvinuta v roce 1986 Mullisem a
spolupracovniky (Mullis et Faloona, 1987). Tato technika v podstaté napodobuje in vitro
proces replikace DNA, vyskytujici se in vivo. Sklada se ze zesilovani jednotlivych fragmentt
DNA (Atlas, 1991). Béhem bunééného déleni se dvé nové kopie DNA vyrobi a jedna sada
gend je pfenesena na dcefinou buiku. Kopie gent se zvySuji exponencialné. PCR simuluje in

vitro procesy opakovani déleni DNA a mize vytvofit az miliony kopii cilové sekvence DNA.

3.9.3 Metagenomika

Metagenomika studuje kolektivni genom mikroorganismu (archaea, bakterie, eukarya,
viry) v ekosystému a poskytuje informace o struktufe a rozmanitosti mikrobiadlnich
spolecenstvech (Hugenholtz et Tyson, 2008). Nicméné neposkytuje informace o funkci
detekovanych genl. Funkce mikroorganismi v ekosystému jsou znamy az kdyz se provede
analyza RNA  transkripti (metatranscriptomics) nebo exprimovanych proteint

(metaproteomics).
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4 Metodika

V této Casti prace bude popsan laboratorni model, ve kterém pokus probihal a

podminky, které pokusy ovliviiovaly.

4.1 Laboratorni model

Pro potieby této diplomové prace bylo umoznéno provadét vyzkum v laboratofi na
katedie Agroenvironmentalni chemie a vyzivy rostlin na CZU, kde se také nachazel
zkoumany laboratorni model a dalsi potiebné nastroje. Toto pracovisté bylo zvoleno pro
dostate¢né vybaveni Spickovou technikou a pisobi v ném zaSkoleny personal. Odborni
pracovnici laboratofe se vénuji vyzkumu v odvétvi odstranovani dusiku pomoci nitrifikace jiz
fadu let, a proto maji s podobnymi modelovymi pokusy mnoho zkusenosti.

V nasem piipad¢ laboratorni model s internim nazvem M7 je provozovan dlouhodobg,
jiz od roku 2010. Pro tuto praci byla stanovena doba méfeni ode dne 0 - 02.02.2016 do dne 48
- 21.03.2016. Kalova voda, pouzita pro technologické testy, pochazi z UCOV Praha. Tim byl
zajistén zdroj odpadni vody realného zneCisténi a diky tomu jsme mohli nase pozorovani
postavit na realnych zakladech a pfiblizit se problémim, které se bézn¢ fesi na Cistirnach
odpadnich vod. Laboratorni model se sklada z kanystru se vstupni vodou o objemu 5 litrg,
nadrze reaktoru, ktera je objemu 1,2 litru a dosazovaci nadrze o objemu 0,4 litru. Tyto nadoby
jsou spojeny systémem silikonovych hadic a hadicek, které jsou vedeny pies peristalticka
Cerpadla ruzného vykonu. Ta ptfesné¢ davkuji mnozstvi odpadni vody a roztoku NaOH do
reaktoru. Reaktor je pak podle potieby dodatecné, pomoci externich aera¢nich zatizeni, viz
kapitola 4.2, provzdusiovan pro zadany chod modelu. Na obrazku ¢&. 2 je fotografie

pouzivaného laboratorniho modelu.
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Obrazek ¢. 2: Fotografie pouzivaného modelu

1) kanystr se vstupni kalovou vodou

2) peristaltické ¢erpadlo davkujici kalovou vodu z kanystru do reaktoru
3) reaktor s probihajici nitrifikaci

4) dosazovaci nadrz

5) recirkula¢ni peristaltické ¢erpadlo kalu

6) peristaltické cerpadlo davkujici NaOH do reaktoru

7) aeracni zafizeni

8) roztok NaOH

4.2 Systém fungovani modelu

Pocita¢ s nainstalovanym systémem Magic XBC spravoval provoz reaktoru. Mé&fil a
reguloval hodnotu pH a koncentraci O,. Méfené hodnoty zaznamenaval a vyhodnocoval, kdy

pii prekroceni nastavenych limitd spina¢, ovladany pomoci pocitace, sepnul nebo vypnul
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pfisun energie do aeratoru nebo do peristaltického ¢erpadla davkujiciho NaOH, viz obrazek €.

3.
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Obrazek €. 3: schéma zapojeni modelu (Pacek et al., 2014)
1) nitrifika¢ni reaktor
2) dosazovaci nadrz
3) kanystr se vstupni kalovou vodou
4) pH elektroda
5) kyslikova elektroda
6) cerpadlo regulujici pH
7) vzdus$néni
8) promichavani reaktoru pomoci O, bublin
9) PC
10) interface
11) spinace elektriky kontrolované pomoci PC
12) odtok

13) Cerpadlo recirkulujici aktivni kal
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Diky tomuto zptisobu bylo umoznéno meénit a upravovat nastaveni hystereze u
koncentrace kysliku a hodnoty pH v reaktoru pocitacem. Stalé promichavani reaktoru
zajistovalo aeraCni zafizeni, které také zvySovalo koncentraci rozpusténého kysliku ve vode.
Pti nedostatku koncentrace rozpusSténého kysliku v reaktoru se spoustélo dalsi pfidavné
aeraéni zatizeni, které bylo napojeno na pocitac. Chod modelu byl rozdélen do péti fazi:

1. faze —nelimitovana koncentrace O;

2. faze — limitovana koncentrace O,

3. faze — nelimitovana koncentrace O,

4. faze — limitovana koncentrace O,
5

faze — nelimitovana koncentrace O,

V jednotlivych fazich byla koncentrace kysliku nastavena na rizné koncentrace
rozpusténého kysliku, viz tabulka ¢. 1, s hysterezi -0,1 az +0,1 mg/l, coZz znamena, ze pokud
koncentrace rozpusténého kysliku naptiklad v prvni fazi klesla pod 2,9 mg/l spina¢ zapnul
aeraci a nasledné ji vypnul, kdyZz koncentrace rozpusténého kysliku piekrocila 3,1 mg/l.
Hodnota pH byla udrZzovéana na 7 a to i ve v8ech nasledujicich fazich, diky davkovani 10%
roztoku NaOH s nastavenou hysterezi -0,05 az +0,05, kdy mechanismus spinac¢e fungoval

podobné jako u aerace.

Faze Koncentrace Hodnota pH Doba trvani fazi
rozpusténého kysliku | s hysterezi -0,05 az (dny)
[mg/l] s hysterezi +0,05
-0,1 az +0,1

1. faze 3 14

2. faze 0,5-0,8 7

3. faze 4 7 7

4. faze 1 16

5. faze 4 5

Tabulka ¢. 1: Nastavené koncentrace rozpusténého kysliku v reaktoru, hodnota pH a

doba trvani jednotlivych fazi

Experiment probihal za niZze popsanych podminek. Primérna teplota reaktoru

dosahovala hodnot 21,8+1,2 °C a primérna hodnota pH se pohybovala okolo 7,26+0,24 pH,

31




diky regulaci roztokem NaOH. Model M7 byl veden jako model s kontinualnim systémem na
principu idealniho sméSovani. Koncentrace N-amon byla na vstupu 1330 mg/l. Objemové
zatiZzeni laboratorniho modelu amoniakalnim dusikem se pohybovalo v prvni etapé v priméru
okolo 0,49 kg/(m>.d), kdy byl nastaven priitok na 360 ml/d a zvySoval se na 504 ml/d. V
dalsich fazich 2 az 5 bylo objemové zatizeni amoniakdlnim dusikem v praméru 0,57
kg/(m>.d), kdy byl pritok nastaven na hodnotu 552-576 ml/d. Hydraulickd doba zdrZeni
kalové vody V prvni etapé byla v priméru 65,5 hod a v dalSich etapach 50,9 hod diky zméné
rychlosti prutoku. Stafi kalu nebylo ovliviiovano, protoze kal nebyl odtahovén, byl pouze
recirkulovan z dosazovaci nadrze do reaktoru. Kal odtékal v zanedbatelném mnozstvi pouze

pfi samovolném odtoku kalové vody z dosazovaci nadrze.

Pro nazornost, jsou vySe zminéné hodnoty zobrazeny v tabulce ¢. 2:

Cas (od, do trvani | Pocet dnti | Koncentrace N- 0 BV n-amon Teplota
pokusu) pokusu amon [mg/l] [hod] [kg/(m®.d)] [°C]
2.02.2016 - 48 1330,2 50,9 - 0,49 - 0,57 21,8+ 1,2
21.03.2016 65,5

Tabulka €. 2: Zaznamenané hodnoty systému

4.3 Vlastnosti pouzité kalové vody

Vzorek odpadni kalové vody z UCOV Praha se odebiral velkoobjemové v intervalu
jednou za dva mésice. V laboratoti na CZU pak byla voda uchovavana externg, za venkovnich
ptirodnich podminek, kdy teplota byla 6+5 °C. V tabulce ¢. 3 byly shrnuty hodnoty vstupni

kalové vody.

P N N- CHSK VL | VL NL NL
pH celk. celk. amon homog OdStf'. org org
mg/I
PO | mg/l | mgll mg/l g/l
8,4 142 1259 1330,2 2612 1652 2,24 1,31 0,38 0,36

Tabulka ¢. 3: Primérné hodnoty vstupni kalové vody
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4.4 Analyticka stanoveni

U modelu byly stanovovany hodnoty dale uvedenych parametrti, které byly
technologicky testovany:

1) koncentrace rozpusténého kysliku [mg/1], (stanovovano v reaktoru)

2) hodnota pH, (stanovovano v reaktoru)

3) teplota [°C], (stanovovano v reaktoru)

4) koncentrace dusiku N-amon, N-NO, a N-NOjz [mg/l], (N-amon stanovovan ve
vstupni vod¢ i v odtoku vody z reaktoru, N-NO, a N-NOj3™ bylo stanovovano pouze vV
odtoku)

5) CHSK [mg/l], (stanovovano ve vstupni vodé do reaktoru i v odtoku vody z reaktoru)

6) stanoveni VL, NL, RL [g/I], (stanovovano ve vstupu a odtoku vody do a z reaktoru i
piimo v reaktoru)

7) Ztrata zithanim VLo, NLorg, RLorg [0/1], (stanovovano ve vstupu a odtoku vody do a
z reaktoru i ptimo v reaktoru)

8) pratok [ml/d], (stanovovano pii Cerpani vstupni kalové vody do reaktoru)

Pro méteni bylo pouzito tohoto vybaveni:
1) odtredivka Hettlich — Rottina 420
2) kyslikova sonda WTW Oxi 340i
3) pH sonda WT pH 340i
4) mineraliza¢ni box Hach DRB 200
5) méfici systém Magic XBC, méfici hlavice a elektrody pro métfeni hodnot pH od
spole¢nosti GRYF HB spol. s r. 0.
6) topna ploténka STUART CB 500
7) spektofotometr HACH DR/4000
8) analytické vahy DENVER INSTRUMENT SL — 2002 a SL — 234
9) susarna BMT, typu ECOCELL
10) mechanické pipety znac¢ky Eppendorf
11) elektricka muflova pec ELSKLO spol. s r.0.
12) laboratorni sklo
13) chemikalie
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Hodnoty rozbort vody, které byly zjistovany pomoci piistroji uvedenych vyse, byly
meéfeny zpravidla v intervalu jednoho tydne. Pro stanoveni hodnot VL, NL, RL a ztraty
zihanim, bylo uzito ziskavani dat v intervalu jednou za tii az Ctyii tydny. Pro potieby rozbori
se pracovalo v laboratofi se vstupni vodou z kanystru a dale pak s vodou Vv reaktoru a vodou
odtékajici z reaktoru, kterd byla zachycovana Vv dosazovaci nadrzi. Tato voda se poté
odebirala do umélohmotnych zkumavek 0 objemu 10 ml, které byly nasledné odstied’ovany
Vv odstfedivce Hettlich — Rottina 420. Doba odstiedéni byla stanovena na minimalné 12 minut
a otaCky byly nastaveny na rychlost 9 500 ot./min. Pii tomto Case a otackach se dostatecné
oddélila nerozpusténa ¢ast ve vzorku od zbyvajici vody a tim byl zajistén dostatek materidlu

Kk provadéni pokusu.

4.4.1 Urc¢eni hodnot pH, stanoveni koncentrace rozpusténého kysliku, pritoku a
teploty

Stanoveni parametri kalové vody Vv reaktoru - pH, teploty, koncentrace rozpusténého
kysliku, se provadélo zpravidla jednou tydné€, poptipadé vicekrat a na ptitoku do reaktoru se
stanovoval prutok. Pomoci pfenosného pH metru WTW pH 340i, uchovavaného v roztoku
KCL (3 M/I), se stanovovalo pH, poté co se vlozil do méfené kapaliny. Po ustaleni hodnoty
na displeji pfenosného pH metru, byla hodnota zaznamenana. Hodnota pH se jesté méfila
pomoci méficitho systému Magic XBC. Koncentrace rozpusténého kysliku byla méfena
pomoci pienosného oxi-metru WTW oxi 3401, ktery dale zarovein umozioval méfeni teploty.
Prutok se stanovoval pomoci odmérného valce 0 objemu 100 ml, ktery se naplnil vstupni
odpadni vodou. Nésledné do néj byla umisténa odcerpavaci hadice, ktera cerpala kontinudlné
vodu z odmérného valce. Hodnota pritoku se méfila po dobu jedné hodiny a poté byla

vyndsobena dvaceti ¢tyifmi, aby se dospé€lo k vysledku denniho pritoku systému.

4.4.2 Stanoveni koncentrace forem dusiku

Postup stanoveni koncentrace anorganickych slouc¢enin dusiku byl zahdjen odebranim
vzorkd vody do zkumavek. Naslednym odstfedénim vzorkll a poté pfesnym fedénim pomoci
demineralizované vody v bankach o objemu 50 ml, ve kterych se stanovovala koncentrace
rozpusténych N-amon a N-NO;™ byl postup dokoncen. Do jiz zfedénych piislusnych vzorkt se
aplikovala patfi¢nd cinidla, ktera zbarvila vzorky do specifickych odstini barev. Poté se

vzorky métily a vyhodnocovaly na spektrofotometru HACH DR/4000.
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4.4.2.1 N-amon

Zastoupeni amoniakalniho dusiku ve vzorku kalové vody se stanovovalo pomoci
metody, ktera byla popsana Horakovou et al. (2003). Koncentrace N-amon se m¢éfila ze
vstupni a vystupni kalové vody. Jednalo se o indofenolovou metodu, kterd vyuziva reakce
amoniaku, salicylanu a chlornanu za vzniku slouceniny indofenolového typu. Spektrofotometr
je schopen méfit vzorky v rozmezi od 0,1 az 1,0 mg/l amoniakalniho dusiku. Absorbance se

méfila v hranaté kyveté optické drahy 1 cm vinové délky 655 nm.

4.4.2.2 N-NOy

Zastoupeni dusitanového dusiku bylo stanovovano dle Horakové et al. (2003),
spektrofotometricky, pomoci absorbance vlnové délky 540 nm. Potfebného zbarveni vzorkl
bylo dosahovano pfidanim  ¢inidel kyseliny sulfanilové a  N-(1-naftyl)-1,2-
ethylendiamindihydrochloridu. Rozbor se provadél pouze z vystupni kalové vody. Pro
potieby spravného meéfeni byl vzorek nafedén na hodnoty od 0,025 az 0,15 mg/l N-NO,'.
Doba potiebna na vybarveni vzorku byla stanovena na minimalnich 20 minut. Pro potieby

méfeni byl vzorek méfen kyvetou o velikosti jednoho palce.

4.4.2.3 N-NO3

Zastoupeni dusi¢nanového dusiku ve vzorcich odpadni vody bylo provadéno pouze na
vystupu. Stanoveni koncentrace N-NOj™ se fidilo postupem popsanym Hordkovou et al.
(2003), kdy se vzorek natedil do vhodné koncentrace N-NO3 od 1,0 — 12,0 mg/l a byl ve
sklenéné vialce poméfovan s 2, 6-dimethylfenolem. Absorbance se méfila pii vinové délce

324 nm.

443 CHSK

Pro stanoveni hodnot chemické spotieby kysliku bylo zapotiebi vzorky odstiedit.
Vzorky se odebiraly ze vstupni i vystupni vody. Po aplikaci vSech potiebnych cinidel do
vialky o velikosti 16 mm, postup popsan u Horakové et al. (2003), se stanovovana hodnota
zmgéfila spektrofotometrem HACH DR/4000 pii vinové délce 600 nm. Pro vhodné méfeni se

vzorky fedily v rozmezi od 50 do 800 mg/l. Pro spravny vypocet CHSK na vystupu se uzivalo
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korekce naméfenych vysledkd, aby byla eliminovana chyba, spojena s oxidaci dusitand.

Vzorec eliminace oxidace dusitanii pro vypoc¢et CHSK na vystupu je uveden nize.

CHSK, = CHSK, — (1,1422 . N-NO,) ©)

444 VL, RL, NL a ztrata Zihanim

Hodnota koncentrace veSkerych latek, rozpusténych latek a nerozpusténych latek se
stanovovala z odstfedénych vzorkt kalové vody jak na vstupu, v reaktoru (pro zjisténi hodnot
kalu), tak i na odtoku. Pro stanoveni se pouzilo gravimetrické metody popsané Horakovou et
al. (2003). Metodou ztraty zihanim se stanovovaly latky VLo, RLog, NLog @ RAS

(rozpusténé anorganické soli) (Horakova et al., 2003).

4.5 Pouzité vypoclty

Pro potiteby zhodnoceni funkce chodu reaktoru, byly pouzity rizné typy vypoctu, které

nam pomohly s posouzenim stavu.
- Hydraulicka doba zdrZeni vody ()
®=V/Q  [dny] (8)
V je objem nadrze udavan v [m?].
A Q je pritok, jakym je voda Cerpana ze vstupu do reaktoru [m*/den].
- Objemové zatizeni (By)
By=(Q.p)/V=p/© [kg/(m®.d)] 9)

p1 Je koncentrace znecisténi kalové vody bud’ amoniakalnim dusikem, nebo CHSK.
Udava se v [kg/m®].
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- Objemova rychlost odstranovani znecisténi (ry)
=(p1-p2)/©  [kg/(m’.d)] (10)
p2 je mira znecisténi kalové vody na vystupu z reaktoru bud’ amoniakalnim dusikem,
nebo CHSK. Udava se v [kg/m°].
- Procentni zastoupeni N-NO; mezi oxidovanymi formami dusiku na vystupu
z reaktoru (Y%on-no2)
%nN-NO2 = [N-NOQ-/(N-NOZ_‘F N-NO3-)] . 100 (11)
N-NO; je koncentrace N-NO;™ na vystupu. N-NOj3" je koncentrace N-NOj3™ také na

vystupu.

- Uginnost odstranéni N-amon (En-amon) @ CHSK (Ecpsk)

EN-amon = [(P(N—amon vstup) — P(N-amon vystup))/ P(N-amon vstup)] . 100 [%] (12)
Echsk = [(P(cHsK vstup) — P(CHSK vystup)) / P(CHsK vstup)] - 100 [%0] (13)

P(N-amon vystup) & P(N-amon vstup) J€ Koncentrace N-amon z vystupu a vstupu. p(cHsk vystup) @
p(cHsk vstup) J€ koncentraci CHSK z vystupu a vstupu.
- Vypocet FA a FNA

FA = 17/14 . piv-amon) - 107" / [exp(6344/(273 + T)) + 10°"]  [mg/l]  (14)
FNA = 47/14 . pnnozy ! [exp(-2300/(273 + T)) . 10°7] [mg/l]  (15)

FA a FNA je momentalni koncentrace FA a FNA.
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5 Vysledky

V nadchézejici kapitole budou uvedeny vysledky meétfeni experimentu, zndzornény

grafy a popsan pribéh provozu modelu M7.

5.1 Koncentrace kysliku v reaktoru

Koncentrace kysliku v reaktoru byla zasadni veli¢inou, ktera se upravovala pro chod a
potteby provadénych pokusi. Pro nazornost jsou dale zobrazeny grafy, ve kterych je

koncentrace rozpusténého kysliku zaznamenana.
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Obrazek ¢. 4: Zmény koncentrace rozpusténého kysliku v reaktoru, (jednorazova meéteni)

Obrazek €. 4 znazoriiuje rust a klesani jednotlivych méfeni koncentrace kysliku
v reaktoru za celé obdobi. V prvni fazi byla koncentrace rozpusténého kysliku v intervalu od
1,92 do 3,2 mg/l. V druhé fazi byla limitovana koncentrace O; v intervalu od 0,8 do 0,9 mg/I.
Ve tieti etapé byla koncentrace rozpusténého kysliku od 4 do 5,9 mg/l. Ctvrta etapa byla
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znovu limitovana a koncentrace O, byla v rozmezi od 0,8 az 1,0 mg/l. V paté etapé byla

koncentrace rozpusténého kysliku od 4 do 7,1 mg/1.
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Obrazek ¢. 5: Vykyvy koncentrace rozpusténého kysliku v reaktoru modelu (24.02.2016, 6.

méfeni, faze 2)

Fungovani kontinualniho méteni aerace je vidét na obrazku ¢. 5. Je uveden pohyb
koncentrace rozpusténého kysliku v reaktoru, kdy byla nastavena koncentrace O, na hodnotu
4 mg/l s hysterezi -0,1 az +0,1 mg/l. Osa x ukazuje kratky ¢asovy tdaj, vybrany z celkového

méfeni.
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Obrazek ¢. 6: Vykyvy koncentrace rozpusténého kysliku v reaktoru modelu (15.02.2016, 3.

méfeni, faze 1)

Na obrazku ¢. 6 je patrny pohyb koncentrace O,, kdy se nastaveni limitace
rozpusténého kysliku zamérné snizilo na 0,8 mg/l s hysterezi -0,1 az +0,1 mg/l. Byl pouzit
pouze kratky Casovy interval zaznamenani méfeni, ktery byl vyjmuty z celkového prubehu

meéreni.
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5.2 Hodnota pH
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Obrazek ¢. 7: Hodnoty pH v priub&hu celého pokusu

Na obrazku ¢. 7 jsou uvedeny jednorazové namétené hodnoty pH za méfené obdobi.
V prvni fazi byly hodnoty pH v intervalu od 6,9 az do 7,4. V druhé fazi hodnoty dosahovaly
7,5 az 7,9 pH. 3. faze reprezentovala hodnoty pH 7,2 az 7,4 pH. Ve ¢tvrté fazi byla hodnota
relativné stabilni, kdy primérna hodnota pH byla 7,2. V posledni, 5. fazi, byl primér hodnot
pH 7,1.
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Obrézek €. 8: Vykyvy hodnot pH v reaktoru modelu (24.02.2016, 6. méteni, faze 3)

Obrazek ¢. 8 zobrazuje kolisani hodnot pH méfenych kontinualné, za kratky Casovy

interval ¢tyt hodin, kdy pH bylo nastaveno na hodnotu 7 s hysterezi -0,05 az +0,05.

5.3 Zastoupeni forem dusiku na vystupu z reaktoru

Na obrazku €. 9 jsou zfetelné zmény koncentraci forem dusiku v pribéhu etap jedna az
pét. V prvni etapé¢ byl na odtoku majoritné zastoupen dusi¢nanovy dusik. Koncentrace
dusi¢nant v odtoku zreaktoru v prvni fazi byla vpriméru 752,8 mg/l. Koncentrace
amoniakalniho a dusitanového dusiku je v prvni fazi oproti dusi¢nanovému dusiku velmi mala
a to v priméru 22,1 mg/l, respektive 0,9 mg/l.

Béhem druhé etapy dusi¢nanovy dusik prudce klesa z hodnot koncentrace 844 mg/l na
328,5 mg/l. Naopak stoupa koncentrace dusitanového dusiku z 10,9 mg/l na 129,6 mg/l. Také
se zvysila koncentrace amoniakalniho dusiku na 645,3 mg/l a na 754,2 mg/l.

Ve treti etapé nasleduji znovu zmény koncentrace raznych forem dusiku na odtoku.

Koncentrace dusi¢nanti dosédhla 688 mg/l az 1062,9 mg/l. Koncentrace dusitant klesa a to
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z247 mg/l na 0,81 mg/l. Koncentrace amoniakalniho dusiku byla ve tfeti etapé celkem
konstantni a to od 223,5 mg/l do 239,9 mg/I.

Ve ctvrté etapé koncentrace dusicnanti klesa az pod hodnotu koncentrace dusitant a to
Z 945 mg/l na 250 mg/l. Naopak koncentrace dusitant roste a to z 12,9 mg/l do 575 mgl/l.
Koncentrace amoniakalniho dusiku byla v rozmezi 122 mg/l az 432,6 mg/I.

V posledni, paté, etapé je dramaticky vyssi koncentrace dusitani nad zbylymi formami
dusiku. Dusitany maji v paté etapé koncentraci 899 mg/I a klesaji az na koncentraci 700 mg/I.
Koncentrace dusi¢nand se pohybovala v rozmezi od 180,5 mg/l do 333 mg/l. Koncentrace

amoniakalniho dusiku se pohybovala v paté etapé v intervalu od 62,6 mg/l do 263,9 mg/I.
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Obrazek ¢. 9: Zastoupeni forem dusiku na vystupu z reaktoru
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5.4 QOdstranéni N-amon
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Obrazek ¢&. 10: Uginnost odstranéni N-amon

Ukinnost odstranéni amoniakéalniho dusiku Vv priibéhu jednotlivych etap nebyla celkové

stabilni. V priméru
procenta uc¢innosti

Vv priméru 42,8 %.

prvni etapy byla 98,3 %. To dokazuje i obrazek ¢. 10, kde vidime
odstranéni N-amon. Ve fazi dva byla G¢innost odstranéni N-amon

Ve tfeti etapé se UcCinnost odstranéni znovu navysila na primérnou

hodnotu 80,1 %. Ve ¢tvrté fazi se ucinnost odstranéni N-amon pohybovala v rozmezi od 66,9

% do 89,1 %. Béhem posledni, paté faze ucinnost odstranéni N-amon vystoupala az na 94,9 %

a poté klesla na 78,4 %.
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Na obrazku ¢. 11 je znazornéna objemova rychlost odstranéni amoniakalniho dusiku a
objemové zatizeni amoniakalnim dusikem.

Objemova rychlost odstranéni N-amon byla béhem prvni faze v intervalu od 0,35
kg/(m>.d) do 0,63 kg/(m>.d). Nasleduje prudky propad objemové rychlosti odstranéni N-amon
na 0,25 kg/(m>.d) a dale pak na 0,24 kg/(m>.d). Ve tieti fazi objemova rychlost odstranéni N-
amon narostla na 0,47 kg/(m°.d) a poté se sniZila na 0,41 kg/(m®.d). Ve &tvrté fazi byl
zaznamenan pokles objemové rychlosti odstrandni N-amon z 0,49 kg/(m°.d) na 0,42
kg/(m>.d). V paté fazi objemova rychlost odstranéni N-amon narostla z 0,47 kg/(m>.d) na 0,56
kg/(m>.d) a poté znovu klesla na 0,46 kg/(m®>.d).

Objemové zatizeni systému amoniakalnim dusikem v prvni etapé bylo v rozmezi 0,36
kg/(m®.d) do 0,64 kg/(m®.d). V druhé fazi byl zaznamenan pokles objemového zatiZeni
systému na 0,55 kg/(m>.d) s naslednym naréistem na 0,60 kg/(m>.d). Ve tieti fazi objemové
zatizeni systému amoniakalnim dusikem klesa na 0,58 kg/(m>.d) a dale az na 0,52 kg/(m®.d).
Ve &tvrté fazi byly naméfeny hodnoty mezi 0,54 kg/(m>.d) az 0,63 kg/(m®.d). Behem paté faze
bylo objemové zatizeni systému amoniakalnim dusikem stabilni, kdy dosahovalo 0,58
kg/(m3.d) az 0,59 kg/(m®.d).
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Obrazek ¢. 11: Objemova rychlost odstranéni N-amon a objemové zatizeni systému

amoniakalnim dusikem
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5.5 Zastoupeni N-NO, mezi oxidovanymi formami dusiku na vystupu

Z reaktoru
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Obrazek €. 12: Procentni zastoupeni N-NO, mezi oxidovanymi formami dusiku

Obrazek ¢. 12 ukazuje vyvoj procentniho zastoupeni N-NO; z celkového mnozstvi
oxidovanych forem. Procentni zastoupeni N-NO; mezi oxidovanymi formami V prvni fazi
pokusu bylo témét nulové, od 0,06 % do 0,15 % a ve druhé fazi bylo zastoupeno v intervalu
od 1,28 % do 28,29 %. Tieti faze zaznamenava pokles procentniho zastoupeni N-NO;,™ mezi
oxidovanymi formami dusiku z 26,42 % na 0,08 %. Zatimco ve ¢tvrté fazi zastoupeni N-NOy
mezi oxidovanymi formami dusiku nartsta z 1,35 % na 68,7 %. V kone¢né paté fazi se
procentni zastoupeni N-NO, mezi oxidovanymi formami dostava az na 83,28 % a poté mirné

klesa na 71,01 %.
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5.6 Utinnost odstranéni a objemové zatizeni CHSK
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Obrazek ¢&. 13: Uginnosti odstranéni CHSK

Ucinnosti odstranéni CHSK se da z obrazku ¢. 13 popsat ve fazich jedna az tii jako vice
méné stabilni. Hodnota uc¢innosti v téchto fazich se pohybovala v priméru 36,1 %. Ve Ctvrté
fazi nastal vétsi vykyv, kdy se hodnota u¢innosti odstranéni CHSK pohybovala mezi 22,8 %
az 51,9 %. V nasledné paté etape ucinnost odstranéni CHSK jiz jen klesala na 30,2 %.

Objemové zatizeni CHSK je znazornéno na obrazku ¢. 14. Namétené objemové zatizeni
CHSK v prvni etapé dosahovalo 0,42 kg/(m°.d) az 0,54 kg/(m®.d). Ve druhé fazi bylo
naméfeno rozmezi od 0,64 kg/(m*.d) do 0,66 kg/(m>.d). Beéhem tfeti faze se objemové zatizeni
CHSK pohybovalo na konstantni hodnoté 0,67 kg/(m>.d) az 0,68 kg/(m>.d). Ve &tvrté fazi se
objemové zatizeni CHSK snizovalo z 0,72 kg/(m®.d) az na 0,61 kg/(m>.d). Bshem paté etapy
se objemové zatizeni CHSK pohybovalo mezi 0,61 kg/(m3.d) az 0,67 kg/(m3.d).
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Obrazek €. 14: Objemové zatizeni CHSK

5.7 Zastoupeni FA a FNA

Koncentrace FA a FNA je uvedena na obrazcich ¢. 15 a 16. Daéle je do obrazka pro
prehlednost vloZena kiivka hodnot pH.

Obrazek s ¢islem 15 znazoriuje koncentraci FA. V prvni fazi nedoslo k zadnému
vyraznému vykyvu. Koncentrace FA se pohybovala mezi 0,07 mg/l az 0,24 mg/l. V druhé fazi
byl skokovy nartst koncentrace FA az na 31,37 mg/l. Ve tieti fazi nastal pokles FA na
hodnotu 2,0 mg/l a pot¢ se mirné zvySila na 3,81 mg/l. V nasledujici, Ctvrté fazi se
koncentrace FA drzela na 1,2 mg/l az 3,0 mg/l. V posledni, paté fazi koncentrace FA klesla az
na 0,43 mg/1 a poté mirné€ stoupla na 2,22 mg/I1.

Koncentrace FNA je uvedena na obrazku ¢. 16. Koncentrace FNA se v prvni fazi
pohybuje mezi 0,71 mg/l az 0,21 mg/l. Ve druhé fazi koncentrace FNA klesa az na 0,04 mg/I.
Koncentrace ve treti fazi vystoupala na 0,35 mg/l a klesla na 0,32 mg/l. Ve ctvrté fazi
koncentrace FNA dosahla vrcholu 0,46 mg/l a klesala na 0,16 mg/l. Faze cislo pét

zaznamenava koncentraci FNA v rozmezi 0,15 mg/l az 0,21 mg/1.
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Obrazek €. 15: Zastoupeni FA s hodnotou pH
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Obrdzek ¢. 16: Zastoupeni FNA s hodnotou pH
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6 Diskuze

V nasledujicim textu této kapitoly budou zhodnoceny ziskané vysledky a porovnany

s vysledky publikovanymi dal$imi autory.

6.1 Hodnota pH

Hodnota pH byla v pribéhu experimentu regulovana pro zajisténi neutralnich hodnot
v reaktoru, aby nedochazelo k vyraznym vykyvam, jak tomu mize byt u systémul v rezimu
SBR (Svehla et al., 2014). Nitritadni bakterie maji tendenci okyselovat prostiedi, a tim
zpusobovat inhibici procesu (Buday et al., 1999).

Upravovanim pH na hodnotu 7 bylo docileno podminek, kdy neutralni hodnota pH
nezvyhodiuje ani jednu skupinu nitrifika¢nich bakterii. Z toho vychazi, ze prib¢h nitrifikace
kalové vody, u¢innost a zmény v poméru oxidovanych forem, byly ovliviiovany hlavné
zménami koncentrace kysliku (Pacek et al., 2011). Coz potvrdily i vysledky naseho
experimentu. Pfedpokladame, Ze divodem zvySovani pH, je snizena aktivita nitrifikacnich
bakterii, zptisobena limitaci O,.

Kalovéa voda z Cistirny odpadnich vod ma za béZnych podminek hodnotu pH kolem 8.
Pfi tlumeni aktivity nitritaénich bakterii, diky limitovani O, dochazi ke zvySovani pH, jak
dokazuji hodnoty ve druhé fazi naseho experimentu. pH v reaktoru vystoupalo na 7,9. Pro
regulaci pH byl v nasem ptipad¢ aplikovan NaOH. Ten neutralizoval pH. V ptipadé vétsi
frekvence vyskytu zvySovani hodnoty pH by bylo mozné uvazovat o aplikaci vhodného
¢inidla, které navysené pH dokaze neutralizovat. Je ovSem nutné zvazit ekonomické dopady
této aplikace.

Z obrazku ¢. 8 lze vycist vykyvy hodnot pH, kdy se peristaltické ¢erpadlo, davkujici
NaOH, spoustélo pii poklesu pH na 6,95 a mélo zastavit proces zvySovani pH pii dosazeni
hodnoty 7,05. Ptesto hodnota pH stoupala az k hodnotam 7,18. To mohlo byt zptisobeno

prisunem zbytku zasaditého ¢inidla v davkujicich hadickach vzdy po vypnuti Cerpadla.
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6.2 Vliv koncentrace kysliku na formy dusiku na odtoku

Koncentrace rozpusténého kysliku byla béhem experimentu V reaktoru regulovana.
Z vysledkl je patrné, ze kdyz koncentrace rozpusténého kysliku byla nad 3 mg/l, coz je
hodnota, ktera zajistuje dostatek koncentrace kysliku pro ¢innost vSech nitrifika¢nich bakterii
v reaktoru (Ruiz et al., 2003; Chudoba et al., 1991), tak zastoupeni dusitand bylo tém¢f
nulové, pfi koncentraci dusi¢nanti nad 600 mg/l. Pfi poklesu koncentrace rozpusténého
kysliku v reaktoru na 0,5 mg/l — 0,8 mg/l se inhibovala Cinnost nitratatnich bakterii a
zastoupeni forem dusiku se ménilo. Koncentrace N-NO; vyrazné vzrostla z téméf nuly na
247 mg/l a koncentrace dusi¢nand klesla z cca 600 mg/l na 328,5 mg/l. K podobnym
principim dospéli i Wang et Yang, (2004). Ztoho se da dale usuzovat, ze koncentrace
rozpusténého kysliku ovliviiuje ¢innost nitritaénich a nitratacnich bakterii, a tim i koncentraci
dusitant a dusi¢nanti. Tento zavér je v souladu s jiz publikovanymi pracemi Packa et al.
(2014); Ruize et al. (2003). Stejn¢ tak Guisola et al. (2005) uvadi, ze koncentrace
rozpusténého kysliku pod 0,7 mg/l omezuje Cinnost nitratanich bakterii, pfi¢emz aktivitu
nitritacnich bakterii neomezuje.

Ackoliv v paté etap€ naseho pokusu byla nastavena koncentrace rozpusténého kysliku
na 4 mg/l, tedy byla ukoncena limitace rozpusténého kysliku, nedoslo k rapidnimu zvyseni
¢innosti nitratacnich bakterii a zvySeni zastoupeni dusi¢nanl v reaktoru. Stale dochézelo k
pifeméné téméf veskerého N-amon na dusitany az do konce experimentu. Tento jev probihajici
na pielomu 4. a 5. faze by se dal vysvétlit jako spoluptisobeni limitace kysliku a nastaveného
objemového zatizeni, kde byl omezené dostupny kyslik vyuzit ptedev§im na oxidaci N-amon
aktivngj$imi nitritaénimi organismy a poté jiz nezbyval dostatek rozpusténého kysliku na
druhy stupen nitrifikace v posledni, paté, fazi pokusu. Lze také pfipustit moznost, Ze aktivita
nitratanich bakterii, Vv jiz nelimitované fazi koncentrace kysliku, mohla byt omezena
nasledkem specifické ¢innosti nitrita¢nich bakterii, spocivajici ve vlivu jejich metabolitii na
nitratacni bakterie 1 pfi udrZzovani neutralni hladiny pH. Jako inhibitor nitrata¢nich bakterii se
muZe povazovat napiiklad meziprodukt nitritace — hydroxylamin, ktery mize ovliviiovat
hromadéni dusitant, tedy zastaveni prub€hu nitrifikace v prvnim stupni (Jetten et al., 1998;
Yang et al., 2007). Také mohlo dojit, jak uvadi Buday et al. (1999) k inhibici nitratacnich
bakterii, diky koncentraci disociovaného N-NO, v koncentracich nad 198 mg/l. V nasem
ptipadé¢ bylo dosazeno v paté fazi koncentrace N-NO; az koncentrace 899 mg/l. Coz mélo za

nasledek inhibici tvorby N-NOj3" az ke koncentraci 180 mg/1.
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Dalsi studie od Packa et al. (2014), ktera ukazuje mozné vysvétleni pomalého nardstu
nitratacnich bakterii udava, ze pii limitaci koncentrace kysliku na hodnotu 0,7 mg/l po dobu
38 dni vede k tUbytku vyznamného mnozstvi nitratacnich bakterii a jejich naslednému
odplaveni z reaktoru. S autorem se ztotozinujeme, piestoze pii naSich podminkach byla
nastavena limitace koncentrace kysliku na 1,0 mg/l a limitace trvala po dobu 16 dna.
Jmenovany autor udava naslednou dobu obnoveni piivodniho stavu zastoupeni bakterii na 90

dna.

6.3 Koncentrace FA a FNA v reaktoru

Anthonisen et al. (1976) uvadi, ze koncentrace FNA v intervalu od 0,2 mg/l do 2,8 mg/I
zpuisobuje inhibici nitratacnich bakterii. Koncentrace FA v rozmezi 0,1 mg/l az 1,0 mg/l
inhibuje nitrata¢ni bakterie pii zachovani aktivity nitritacnich bakterii.

Koncentrace FA vintervalu 10 mg/l az 150 mg/l inhibuje nitritaéni bakterie,
produkujici dusitany (Anthonisen et al., 1976). Ve druhé etap¢ naseho experimentu dosahla
koncentrace FA maximalni hodnoty 31,4 mg/l, coZ zptisobovalo inhibici jak nitritanich, tak i
nitratacnich bakterii.

V prvni a teti az paté fazi koncentrace FA nedosahovala intervalu 10 mg/l az 150 mg/I,
pohybovala se od 0,1 do 3,8 mg/l, tudiz vSechny procesy mohly probihat optimalné.

Namétena koncentrace FNA se pohybovala, mimo druhou fazi méfeni, v intervalu 0,15
— 0,7 mg/l, tedy v intervalu, inhibujicim ¢innost nitratacnich bakterii, jak uvadi Anthonisen et
al. (1976). Inhibice nitrata¢nich bakterii se v naSem experimentu projevila pouze ¢astecné.

Interakce FA a FNA s koncentraci rozpusténého kysliku v riznych fazich pokusu nelze
vysledovat a nejsou prikazné. Piedpokladdme, Ze regulovand stiedni hodnota pH ma

podstatny vliv na eliminaci interakci FA a FNA s rozpusSténym kyslikem.

6.4 CHSK

V naSem piipad¢ byla ucinnost odstranéni CHSK zaznamenana v praméru 36,6+6,9 %,
coz vsouvislosti s obsahem organickych latek ukazuje na nizké zastoupeni snadno

rozlozitelnych organickych latek v ¢isténé vodé.
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6.5 Zhodnoceni u¢innosti odstranéni N-amon

Odstranéni N-amon je nejvyznamnéjSim procesem pii €iSténi odpadnich vod. V prvni
fazi naSeho experimentu pii nastavené koncentraci rozpusténého kysliku v reaktoru na 3 mg/I
ucinnost odstranéni N-amon dosahovala 96-99 %.

Ve druhé fazi Gc¢innost odstranéni N-amon rapidné klesla témét ze 100 % o vice jak
polovinu a pohybovala se od 40 % do 46 %. Tyto poznatky jsou ve shod¢ s Wang et al.
(2014); Blackburne et al. (2007), ktefi udavaji, ze pii limitaci rozpusténého kysliku, naptiklad
ve skladkovych vyluzich, za podobnych podminek, ve kterych probihal nds experiment,
v hodnotach pod 1 mg/l, se snizi a¢innost odstranéni N-amon.

Utinnost odstranéni amoniakalniho dusiku se da navysit, jak zmifiuje Svehla et Jenicek
(2004), diky regulaci hodnoty pH alkalickym ¢inidlem. V nasem pfipadé se i pfes pouziti
NaOH v procesu cisténi efekt této metody nepotvrdil. Hodnota pH byla udrZzovadna na 7 a
ucinnost odstranéni N-amon kolisala ve druhé 1 ¢tvrté fazi, coz bylo zplsobeno nejspise
limitaci koncentrace rozpusténého kysliku.

Ruiz et al. (2003) nezaznamenal zddné sniZzeni ucinnosti odstranéni N-amon pfi
nastavené koncentraci rozpusténého kysliku v reaktoru nad 0,5 mg/l. V nasem experimentu
bylo snizeni u&innosti odstranéni N-amon zaznamenano. Uginnost klesla z jiz zminénych
témet 100 % az na 40 % pii limitaci koncentrace kysliku 0,5 mg/l az 0,8 mg/1.

Utinnost odstranéni N-amon je tdsné svazana s poklesem rychlosti odstraovani N-
amon. Je také ovlivnéna stripovanim N-amon do vzduchu, coz se mtze projevit pii hodnoté
pH kolem 8 a pfi intenzivnim vzdu$néni (Hlavinek et Maly, 1996). Vzhledem k poméru nami
naméfenych koncentraci N-amon na vstupu a souctu forem dusiku na vystupu vSak zmény

koncentrace stripovanim nebyly vyznamné.

6.6 Procentni zastoupeni N-NO, mezi oxidovanymi formami dusiku

Limitace koncentrace rozpusténého kysliku v reaktoru pod 1 mg/l, jak uvadi Blackburne
et al. (2007), vede k produkci dusitant, coz bylo ve shod¢ s nasim experimentem. Procentni
zastoupeni N-NO; mezi oxidovanymi formami dusiku se zvysSilo pfi limitaci rozpusténého
kysliku na 0,5 az 0,8 mg/l v druhé etapé, kdy vystoupalo témét z nuly na 28,3 % a poté pii
navyseni koncentrace rozpusténého kysliku opét kleslo. Tento proces byl ocekavan i ve Ctvrté

fazi, kdy se zastoupeni N-NO; mezi oxidovanymi formami dusiku zvySovalo, diky snizeni
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koncentrace rozpusténého kysliku na 1 mg/l. To bylo ndmi naméfenymi hodnotami i
potvrzeno. Zvysovani zastoupeni N-NO, mezi oxidovanymi formami dusiku ale pokracovalo
az do 5. faze, kde jiz byla znovu navysena koncentrace rozpusténého kysliku na 4 mg/l. To
bylo nejspise zpisobeno setrvaénym potlac¢enim ¢innosti nitrataénich bakterii v aktivovaném
kalu, naptiklad vysokou koncentraci N-NO, (899 mg/l). Vliv na vysledky experimentu a
prub¢éh ¢innosti nitratanich bakterii méla i doba trvani druhé a ¢tvrté faze (7 a 16 dni). Jak
uvadi Peng et al. (2008), vysoka koncentrace rozpusténého kysliku vede ke snizeni zastoupeni
nebo Uplnému preruSeni akumulace N-NO, maximalné¢ do jednoho tydne od navySeni
koncentrace O,. Na§ experiment byl ukoncen po 5 dnech udrzovani vysoké koncentrace
rozpusténého kysliku (4 mg/l) ale k vraceni akumulace N-NO; do stavu faze 3 v tomto

¢asovém intervalu nedoslo.

6.7 Praktické vyuziti ziskanych poznatki

Protoze se pracovalo s redlnymi vzorky z Cistirny odpadnich vod, mohly by byt ziskané
poznatky vyuzity v provozech, které pracuji s kalovou vodou kontaminovanou vysokymi
koncentracemi N-amon.

Prace v laboratornich podminkach prokazala, Ze koncentrace forem dusiku na vystupu
je ovliviiovana regulaci koncentrace rozpusténého kysliku v reaktoru a mizeme ji prakticky
vyuzivat za icelem produkce dusitanti v ekonomicky vyhodnych alternativnich metodach.

Poznatky z této diplomové prace lze do budoucna vyuzit k dal§imu sméfovani vyzkumu
pfi pouZzivani procest alternativnich metod odstrafiovani N-amon z odpadnich vod.

Praktickou ¢ast této diplomové prace by bylo vhodné rozsitit napiiklad o analyzu FISH,
nebo jednu z dalSich metod, schopnou stanovit zastoupeni nitritacnich a nitrata¢nich bakterii
ve vzorcich. Ta by snaze odhalila mikrobiologické slozeni aktivovaného kalu z laboratorniho

modelu. Z technickych diivodu ale toto stanoveni nebylo mozné provést.
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1 Zavér

Vysledky této prace je mozno sumarizovat nasledovneé:

- Koncentrace rozpusténého kysliku je limitujicim faktorem pro zastoupeni nitritaénich

a nitrata¢nich bakterii.

- ZvySovani koncentrace kysliku v kalové vodé nad 3 mg/l ma za nasledek zvySovani
vyskytu a ¢innosti nitritacnich a nitrata¢nich bakterii, kdy se u¢innost odstranéni N-

amon muiZe pohybovat az do 100 %.

- Snizovani koncentrace kysliku na hodnotu 0,5-0,8 mg/l ma za nasledek inhibici

nitrata¢nich bakterii a hromadéni dusitanu.

- Optimalni koncentrace kysliku v procesu ¢isténi odpadnich vod zpisobuje podporu

¢innosti nitrifikace, kdy reakce probihaji az na dusi¢nany.

- Moznou cestou, vV ekonomicky u¢inném procesu ¢isténi odpadnich vod, by mohlo byt

sttidani fazi s limitovanou a nelimitovanou koncentraci rozpusténého kysliku.

- Vyuziti poznatkti této diplomové prace pii biologickém ¢isténi kalovych vod (s
vysokou koncentraci dusikatych latek), by mélo pfispét k odstranéni N-amon v

Cistirn€ odpadnich vod a naslednému vyraznému sniZeni ekologického zatiZeni.

- Metoda muize vést K uspofe provoznich nakladi vynaloZzenych na vzdusnéni pfi

vyuziti netradi¢nich postupt ¢isténi kalovych vod.
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