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Abstrakt
Cilem prace bylo vypracovat reSerSi na téma riadfii organismy a jejich vyuZiti v
¢isteéni odpadnich.

Nitrifikac¢ni organismy, které majitutezité zastoupeni v procesisteni odpadnich
vod, jsou jedny z nejcitl§Sich organism zastoupenych v aktivovaném kalu. Jejich
aktivita je ovliviovdna mnoha faktory na sbbnezavislymi, ale i navzajem se
prolinajicimi. Faktory, které ovliwji nitrifikaci, mohou byt viceti mérg ovliviiovany
zpiusobem fizeni cisticiho procesu i wSimi vlivy (stuprem aerace, dobou zdrzeni
aktivovaného kalu, koncentraci zmeni piitékajicim do aktivéni nadrze, inhikiini
acinky nekterych latek, teplota a pH). Samotna nitrifikaaelpha ve dvou stupnich na
sebe navazujicich. Prvni stepge nitritace a nasledny druhy nitratace. Za jelivéd
stupré jsou odpo¥dné Gzné skupiny mikroorganisim Bakterie oxidujici amoniakalni
dusik (itrosomonas, Nitrosospijaa bakterie oxidujici dusitanovy dusili{robacter,
Nitrospira). Tyto bakterie se je3tkli podle rychlosti jejich dstu, rychlosti oxidace latek
obsahujicich anorganicky dusik a koncentraci sétuspotebného pro jejichist na K —
strategy a R — strategy (z a nagl.). Z toho vypljejich vyuziti podle stuph zatizeni
aktivovanéeho kalu substratem. V neposlethtk je prace zawgtena také na identifikaci
jednotlivych skupin a druhbakterii @astnicich se nitrifikace. Tyto metody jsou zaloZeny
na analyze metabalititrifikacnich organism a znalosti jejich DNA.

Kli ¢éova slova
Biologicke ¢isténi odpadnich vod, aktivovany kal, nitdtd bakterie, nitratani bakterie,
kinetika nitrifikace, PCR, FISH,

Abstrakt

The aim was to develop a research on the topidatofying organisms and their use in
wastewater treatment. Nitrifying organisms that enaa significant presence in the
wastewater treatment process, are among the mostige organisms represented in the

activated sludge. Their activity is influenced bymg factors independent of each other,



but mutually overlapping to. Factors that influenuérification may be more or less
influenced by management means the cleaning pr@sesexternal factors (the degree of
aeration, activated sludge retention time, coneginin of pollutants influent into the
activation tank, the inhibitory effects of certasnbstances, temperature and pH). The
actual nitrification takes place in two consecutstages. Oxidation of ammonia into nitrite
and oxidation of these nitrites into nitrates. Feach grade are different groups of
microorganisms responsible. At first stage is resgme Ammonia oxidizing bacteria
(Nitrosomonas, Nitrosospira) and second nitrite daxing bacteria (Nitrobacter,
Nitrospira). These bacteria are still divided by peed of growth, rate of oxidation of
inorganic compounds containing nitrogen and comadnh of substrate necessary for their
growth in the K - and R strategy. Hence, their ab¢he degree of loading of activated
sludge substrate. Finally, this work is also focuse identifying the individual groups and
species of bacteria involved in nitrification. Teesethods are based on an analysis of
metabolites of nitrifying organisms and knowleddgé¢heir DNA.

Key words
Biological treatment of wastewater, activated skjdgmmonia-oxidizing bacteria,

nitrite-oxidizing bacteria, nitrification kinetic®CR, FISH,

Cil prace:

Cilem prace bylo vypracovat reSerSi o nitriikich organismech. Zpracovat a
shrnout dostupné informace o vyuzivani nitritikech bakterii pi ¢isténi odpadnich vod,
idealnich podminek pro tyto bakterie a metody fejaentifikace



1. Uvod

Mezi latky zneistujici velkou mirou povrchové vody patsloweniny dusiku,
fosforu a jejich komponenty. Ty se do vodniho predit mohou dostéavat ze splaskovych a
pramyslovych odpadnich vod. Na@dmé zneisteni vod dusikem a fosforem ma mnoho
negativnich dopadna Zivotni prosedi. Mezi hlavni pdt eutrofizace, snizovani obsahu
kysliku ve vod a toxicky &inek nékterych forem dusiku.

Vzhledem k stalému nastu lidské populace a intenzifikaceapryslu je ¢isteni
odpadnich vod nedostéted. Proto se stale vyvijeji nové metody odgivéni dusiku.

NejperspektivSi metodou odstigvani dusiku z odpadnich vod je z
ekonomickych dvoda biologicka nitrifikace amonného dusiku na dusnovy dusik a
nasledna denitrifikace na plynny dusikii Fomto postupu jsou vstupy na energii a
chemikalie minimalizovany jen nérpadla, kterd jsou p@ba na zé&tku gistici linky i
pro ostatni stupnéisténi odpadnich vod, takZze neni fedia je do nakladpccitat. DalSimi
vstupy jsou aekai kompresory a vdkterych gipadech neutralizai latky. V této praci se
budu zabyvat popisem nitrifikaich organism oxidujicich amonny dusik na dasanovy

dusik, které jsou vyuzZivanydisteni odpadnich vod.

2. Dusik ve vodnim proskedi

Distribuce dusiku ve vodnim présti je ovliviena biologickymi a chemickymi
procesy.
Dusik se ve vodnim prasdi vyskytuje v mnoha formach a oxédéch stupnich.
NejbézrejSi formy, ve kterych se vyskytuje, jsou elemenitatasik, anorganicky vazany
dusik a organicky vazany dusik.

Elementarni dusik se do vodniho pfedt dostava z atmosférického dusiku.
Vzhledem k jeho inertni povaze nema velky vyznaovardni ekosystémy.

Anorganicky vazany dusik se vyskytuje ve ¥@ilevazig jako amoniakalni dusik,

dusknanovy dusik a v mensi feidusitanovy dusik. Formy anorganického dusiku sou
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do ekosystérin

Organicky dusik se ve vodnim phesti vyskytuje nejasgji v bilkovinach
organisnit a jejich rozkladnych produkt Koneinym produktem biologického rozkladu
bilkovin je negastji amoniakalni dusik. Timto #gobem se dusik obsazeny v bilka@vin
stava anorganickymB(day 2002

2. 1. Kolohéh dusiku

Kolobéh dusiku z&ina plynnym dusikem v ovzdusp.N/ atmosfée probihaji
fotochemické reakce fipkterych vznikaji oxidy dusiku. Ty se post@poxiduji na NQ,
ktery reaguje se vzduSnou vihkosti za vzniku HNANO; se dostava doiply, kde vytvéi
dusinany. Atmosféricky dusik jsou schopné poutat talidané organismy a Zkenit je do
svych aminokyselin ( fixace vzdusného dusiku). D unikatni schopnosti bakterii,
které umi fixovat dusik, s nimi mnoho jinych orgami vstoupilo do symbiotického
svazku. Rostliny zijxy vyuzivaji dale dugnany a amoniakalni dusik na tvorbu vlastnich
aminokyselin a ty se Zkeni do potravnihdéetézce. Po odutieni rostlin, Zivéichu a
bakterii se organické latky obsazené v jejitach z&inaji mineralizovat. Na tom se
podileji saprofytni bakterie (ty mimo jiné rozkldidailkoviny na aminokyseliny, z nichz se
uvoliuje ¢pavek, ktery se dostava do presti. Ten vyuzivaji nitrifikéni bakterie které
amoniakalni dusik oxiduji na dusitany a dale nachasy.
Dusknanové anionty mohou byt vyuzity denitrificdmi bakteriemi, které je redukuji

znovu na plynny dusikimz se cely koloéh zakoruje. Mensik, 201D

2. 2. Hlavni nezadouci tinky dusiku ve vodnim prost¥edi:

Dusik umo#uje rist zelenych organizéna podili se na eutrofizaci.

Ma vysokou spdebu kysliku na biochemickou oxidaci & pelkém néfstu sinic afas

muze ve stojatych vodach narusit kyslikovy rezim.



Amoniak je zn#ané toxicky pro rekteré organismy, hlawnpro ryby. Jeho toxicita se
projevuje hlava pri vy$Sich hodnotach pH kdy se vyskytuje v nediseomig forng.

Dusknanovy dusik, dusitanovy dusik a sekundarni a &eiciaminy jsou prekurzory

tvorby nitrosamif, které jsou karcinogenni.

Dusknany dostavajici se do spodnich vod, usgbuji zvySovani oxidaé redukéniho

potencialu vody a tim rozpowsi hornin a uvalovani £zkych kova do spodnich vod.

Wsoké koncentrace oxiddusiku v pitné vo&l mohou u malych &i oxidovat dvojmocné
hemové Zelezo na trojmocné a tim z#breat genosu kysliku v de a zpmisobit

onemockni zvané methemoglobinemi®&uyday 2002

3. Aktivovany kal

Biologické odstraovani dusiku se provadi v aktérach nédrzich. V é&hto
nadrzich se zadrzuje odpadni voda po dobuepobu k oxidaci organickych latek a
amonneého dusiku. V aktitaich nadrzich dochazi ke zmnozeni mnoha mikroosgaina
vzniku jejich slozitych spotenstev. Mikroorganismy se shlukuji do suspenzeeko
(klasti), které jsou relativa chemicky a fyzikald velmi kompaktni. Jsou spolu spojené
extracelularnimi sekrety na bazi polysachaadglykoproteiri. (Benakovéa 2007)
Nazev aktivovany kal vznikl podle aktivnich projewpii odstraiovani organického
zneisténi z odpadni vody. K vygstovani aktivovaného kalu se vyuziva odpadni vaéy |
substratu proust biomasy. Jejim zdrZzenim a upravenim podmineka¢ag dojde ke
zmnoZzeni jiz ptomnych mikroorganisih na vysokou urovg pri které dochazi k
efektivnimu ¢iSténi odpadni vody. V ¢&kterych gipadech se aktivai nadrze takeé
naa:kovavaji aktivovanym kalem z jinyahstiren odpadnich vod.
Biomasa je sloZzena z velkého mnozstznych mikroorganistin podilejicich se naisteéni
odpadnich vod iffmo, nepimo, nebo vibec. Jsou to bakterie odstrgici z odpadnich vod
organické latky, dusik, fosfor,aizné vlaknité mikroorganismy, houby, nebo provoci
(Chudoba et al., 1988)



3. 1. Organismy oxidujici organické latky na CQ

Mezi nefastjSi zastupce mikroorganishoxidujicich organické latky v aktivovaném kalu
byvaji bakterie roduPseudomonas, Micrococcus, Flavobacterium, Achrorigna
Mycobacterium, Nocardia, Lophomonas, Acinetobactdkaligenes, Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Bacillus megaterium.

Jsou to heterotrofni organismy, které z odpadniott @dstréuji organické zn&sténi.
(Chudoba et al., 1988)

3. 2. Nitrifika éni organismy v aktivovaném kalu

Z nitrifika¢nich bakterii jsou to potonNitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira,
Nitrosolobus, Nitrosovibrio, Nitrobacter, Nitrocaeg, Nitrospira, Nitrospina. (Chudoba et
al., 1988)

3. 3. Vlaknité mikroorganismy negastji zastoupené v aktivovaném kalu
Mezi vlidknité organismy zastoupené v aktivovanéin kati:

Sphaerotilus, Leptomitus, Leucothrix, Thiothrix, gB&toa, Microscilla, Nocardia,
Flexibacter, Vitreoscilla, Geotrichuntandium, Lineola longa, Pelonema subtilissum,
Spirulina albida, Haliscomenobacter hydrossis, Mttrix parvicella, Nostocoida limicola
Tyto mikroorganismy nejsou v aktivovaném Kkalilip Zadouci z dvodu vlaknitého

bytreéni (snizovani sedimentaich vlastnosti aktivovaného kal@hudoba et al., 1988)

3. 4. Prvoci nefastji p Fitomni v aktivovaném kalu
Prvoci a vySSi mikrofauna v aktivovaném kalu naefiadost potravy jako predé&io

Prizptisobuji se iznym podminkdm a mohou slouZit k odhadu stavéssén kultury

viN 7

Opercularia sp. Epistylis sp. (Chudoba et al., 1988
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4. Nitrifikace

Nitrifikace je proces, ktery je vyznamnou sasti kolokhu dusiku. Jde o reakci,
ve které se oxiduje amonny dusik na #oanovy dusik. Tato reakce je sasti
piirozeného kologhu dusiku a umadaiuje vyuziti dusiku dalSimi organismy, které jej
pienenuji na aminokyseliny nebo navraceji denitrifikacistk z@t do atmosféry jako
plynny dusik N. Premgény amonného dusiku na désan a nasledné denitrifikace na
plynny dusik N se vyuziva p ¢iSteni odpadnich vod od z&iéteni anorganickym

dusikem.

Cely proces probiha za aerobnich podminek a dggdeadusSet zapsat podle rovnice.

NH;" + 20, —» NOs + 2H" + H,O (1)

Ve skuté€nosti je pfibéh téhle reakce rozten na dva stupha probihd za pomoci
nitritacnich a nitraténich bakterii. Nejprve je oxidovan nitd@mi bakteriemi amonny

dusik na dusitanovy dusik (nitritace)

NH3 + O, + 2H" + 26 — NH,OH + H,0 2)

NH,OH + H,O — HNO, + 4 H' + 4¢€ (3)
(Chudoba et al., 1991)

a pak je naslednoxidovan dusitanovy dusik na dérsanovy dusik (nitratace).
NO, + H,O — NOs + 2H' + 2€ + 76kJ energie (4)

2H" + 26 + 0,5 Q@ — H,0 (5)
(Chudoba et al., 1991)

4. 1. Faktory ovliviwyjici nitrifikaci

V aktivovaném kalu jsou ze spotnstvi bakterii v&m obsaZzenych nejcitléySi
praw nitrifika¢ni bakterie. Rst nitrifikacnich bakterii, které jsou autotrofni je oproti
ostatnim heterotrofnim organiam velmi pomaly. Metabolismus nitrifikaich bakterii je
pomérné slozity a ma nizky energeticky wyek. Jejich aktivita je ovliwna mnoha
faktory, jako je pH, teplota, koncentrace rozpného kysliku, koncentrace substratu a

inhibi¢nich &inka raznych jinych latek, jako jsowiké kovy, kyanidy, organickeé latky a
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latky obsahuijici siruBuday 2002

4.1. 1. Teplota

Nitrifika¢ni bakterie jsou vyrazrcitlivéjSi na zndnu teploty nez organismy
zastoupené v aktivovaném kalu. &ma rychlosti @stu bakterii g zméné teploty je
prakticky okamzita. Teplotni zavislost na rychlasstu pro jednotlivé biologické procesy
se vyjaduje podle Arrheinovy rovnice, ve které je hodnoaaého
kinetického parametru pro teplotw#(20 °C) prepasitdvana pomoci teplotnich konstant
z hodnoty kinetického parametru.

Kit = Ki20 . 0;(20) (6)

(Obr. 1.) Porovnani teplotnich konstant citlivgstbces probihajicich v firodk podle
(Henze et al., 2000)

Stupen zivislost 8 Proces (i)

Zadna 1.00 Chemickeé srazeni

nizka 1.04 Poly-P baktérie, hydrolvza
stiedni 1.07 Heterotrofni bakténe, fermentace
vysaka 1.12 Nitrifika¢ni baktérie

Teplota pro optimalnitist nitritasnich organism je udavana v rozmezi 20 — 20.

Z grafu uvedeného v pra¢Auterska et. al., 2006)e zZtejmé, Ze fi nizSich teplotach
pievlada nitratace.iPdostaténém zadrzeni kalu v systému pro zapracovani kiuge se
koncentrace dusit@éinsnizuje na velmi nizké hodnotyiiPodnot 28 °C dochazi na grafu
ke kiizeni Gstovych kinetickych rychlosti. Rychlost nitritacendratace je p této teplo¢
stejna. Nad teplotou 2& pak gevlada prvni stugenitrifikace a nfize dojit k hromaghi
dusitarii. Tohoto pipadu vyuZziva technologie SHARON, kde je cil#meni nitrifikatniho
procesu hromauhi dusitari. (Buday, 200%
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(Obr. 2.) Teplotni zavislost maximalnich specifickyristovych rychlostNitrosomonasa
Nitrobacter (Auterska et. Al,. 2006)

| | | |
Nitrosomonas
. _ l yd
= = = = Nitrobacter I /
25 | ] d
Kriticka teplota / )
:o-\. Eu: I ’/‘f - - -
: | .-
g =] |
|
0 1
20 22 24 28 28 aa 32 4 36 38

Teplota (*C)

4. 1. 2. Vliv pH na nitrifikaci

Pro bakterie rodiNitrosomonage optimalni pH udavano 8-8,6 a pxbtrobacter
7,2-8,4. Ze stechiometrické rovnice (1) vyplyva,genitrifikaci dochazi k poklesu pH.
Pro nitrifikacni organismy je tento pokles riggmivy a pokles pH tak na cely proces
nitrifikace pisobi inhibéné. Pokles alkality je na kazdych 7 mg oxidovanéhmianého
dusiku 1 mmol(Auterska et. Al,. 2006)Hodnota pH ma na nitrifikaci vliv i Kili
ovliviiovani koncentrace neionizovanych forem substratun2Sich hodnotach pH se
totiz zvySuje koncentrace amoniakalniho dusiku jaksady v ionizované foRmzatimco
dusitany jako kyselina v neionizované a obré&d@iz obr. 3).
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(obr. 3.) Graf zavislosti koncentrace neionizovdnfarem HNQ a NH; na pH pi teplog
25°C. (Auterska et. Al,. 2006)
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4. 1. 3. Ristup kysliku

Biologicka nitrifikace je aerobni proces a je oilivana vysokou grou
koncentraci rozpu&ého kysliku pdebného na oxidaci amonného dusiku. Podle
stechiometrické rovnice je na oxidaci jednoho graamonného dusiku peba 4,57 g ©
(Chudoba et. al,. 1991)
Podle Auterska et. Al,. 2006k ve skuteénosti spateba kysliku o &co nizsi (4,2-4,3 g
0,). Obecr vSak plati, Ze koncentrace rozpum&ho kysliku neovliiwujici proces
nitrifikace zavisi na dostupnosti kysliku k nitkénim bakteriim.JelikoZ se aktivovany
kal v odpadni vo& nachazi ve vigkach o velikosti 50-50@m, kyslik se do nich dostava
slovy se pi zvySovani obsahu kysliku v oblasti nad limitnidhotou v odpadni vad

nezvysSuje rychlost nitrifikace. Zalezi jen na vekki povrchu vigek aktivovaného kalu.
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Rychlost nitrifikace se #mi jen @i hodnotach obsahu kysliku v odpadni ¥aizSi nez je
2mg/l, kdy z&inaji mit bakterie nedostatek kysliku na plnouifikixci. Pri téchto nizSich
koncentracich rize dojit ke hromashi dusitari. (Chudoba et. Al,. 1991)

4. 1. 4. Doba zdrzeni aktivovaného kalu

Jak bylo psano vySe, nitrifikai bakterie p& mezi pomalu rostouci organismy.
Jejich rychlost istu je o jedenidd nizSi neZz &né heterotrofni mikroorganismy
aktivovaného kalu. Proto, aby se dosahimmeé nitrifikace, musi byt doba zdrZzeni kalu
dostaten¢ dlouha, aby nedochazelo k vyplavovani nitriikech bakterii. Nitrifikace tedy
bude dosazeno, pokud specificka rychlasstu nitrifikacnich bakterii bude &Si nez
rychlost odtahu aktivovaného kalu z aktimé nadrze. Za podminek ustaleného stavu je
specificka rychlost odtahu kalu rovnéepracené hodnétstai kalu a je dana zatizenim
kalu, koncentraci biomasy a aeraci. U systéemu,jéole aekavany inhibini faktory, je
nutné zdrzeni kalu prodluzovat. To je moznétenim objemu aktivaich nadrzi, nebo
zachycovanim biomasy na néis{Auterska et. Al.. 2006)
Pri kratkém zdrZeni aktivovaného kalu séza z&it hromadit dusitanovy dusik Zidodu
pomalejSi rychlostitrstu biomasy nitratanich bakterii oproti nitrittenim. To ntize nastat
hlavre v ¢istirnach odpadnich vod s postupnymitpkem odpadni vody, ve kterych
odpadni voda protéka {iezne aktivatni nédrzi a neni vracena zpatky naiatek
aktivatniho procesuRuday, 2002

Stanoveni kinetickych a stechiometrickych paratnetritrifikace je cilem
intenzivniho vyzkumu uz desitky let. Vzhledem HKiwedsti nitrifikacnich bakterii a poehbe
odstraovat z odpadnich vod dusik jsou v podstaizhodujici skupinou mikroorganism
pii ¢iSteni odpadnich vod. Kvantifikace hlavnich paranindiyla realizovana viznych
podminkach, proto se na&mené a publikované kinetické rychlosti v mnohidpadech
znané rozchazeji podle toho, zda bylyteny u smisnych, nebaistych kultur, zda byly
meéteny v laboratornich, nebo venkovnich podminkacbpreda byly ziskané z kultivace
na unéle vytvarenych, komundlnich, nebo tpnyslovych odpadnich vodachByday,
2002.
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4. 1. 5. Cilena akumulace dusitain

Denitrifikacni bakterie pdaebuji jako zdroj energie organicky substrat, kiexiduji
za anoxickych podminek. Jako akceptor eleKtnpouzivaji dusinanovy, nebo dusitanovy
dusik. Ri zpisobuftizeni procesuisténi odpadnich vod nitrifikace/denitrifikace je ale v
casti kde nitrifikace probiha organicky dusikc¢eypan za aerobnich podminek a pro
denitrifikaci zbyva organického substratu uz jedémanozstvi. Organicky substrat je tedy
potteba dodavat do anoxické nadrze pro efektividb@r denitrifikce v podob CH;OH,
ktery se pi¢itd do naklad cisténi odpadnich vod. (Chudoba et. Al,. 1991)
Cilena akumulace dusitare jednim z tyf alternativniho odstievani dusiku. Smyslem
akumulace dusitdn je snizit mnozstvi kysliku pibného na nitrifikaci a mnoZzstvi
organického substratu pro naslednou denitrifikeddiomto zpisobucisténi odpadnich vod
je proto snaha odstrami faze nitratace a zaravedrzeni stavu aktivovaného kalu tak, aby
bylo dosazeno efektivni nitritace. Metody fungujicd tomto principu jsou SBRN
(Shortcut Biological Nitrogen Removal), CANON (Coleely Autotrophic Nitrogen
Removal) a SHARON (Single reactor system for Higletivdy Ammonium
Removal Over Nitrite) (Vackovét. Al,. 2011 Buday et. Al,. 2012)

4. 2. Nitritace

Prvni krok nitrifikace je oxidace amonného dusika wdusitanovy dusik.
Mikroorganismy schopné oxidovat amonny dusik natdosvy dusik (nitritani bakterie)
jsou chemolithoautotrofni gramnegativni proteoba&tdeta a gama, ale také&které
organismy pafci podarchea

Nitritaéni bakterie mohou jako substrat vyuZivat amoniakiskavat tak energii
z oxidace nedisociovaného amonialBuday 2002 Koneinym akceptorem elektronu je
tedy kyslik, ktery bakterie pt#buji na oxidaci nedisociovaného amoniaku. Nitrifa
bakterie jsou tedy aerobni organismy. Jako zdrbkulpro swij rust vyuzivaji anorganicky
uhlik CGQ,, ale v rkterych gipadech mohou vyuzivat i organické sieminy. Buday
2002; Arp. et. Al,. 2002; McCarty 1999
Samotnd nitritace je roZkkna na d¥ casti podle enzyiin katalyzujicich ob reakce. Na
prvni ¢asti se Gastni Ammonia monooxygenasa, ktera katalyzuje reakidace NH na

NH,OH a na druhé secastni Hydroxylamin Oxidoreduktaza, kterd katalyzogslednou
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oxidaci NHLOH na NQ'.(Arp. et al., 2002 Fi oxidaci NH; na NHOH se jeden ifjaty

kyslik z G vyuZije na hydroxylamin a ten druhy se zabudow@véanolekuly HO. Na tuto
reakci je pateba dodat 2eTatocast reakce je tedy endotermicka, protorglodji bakterie
na tuto reakci dodat energii. Vznikly NEBIH je proto velmi dlezity meziprodukt, ktery je
relativre stabilni latkou a pravaZz jeji oxidaci bakterie ziska 4dy potom putuji do
cytochromu Gssz, kde se rozéli na 2é, které jdou do prvni reakce a zbylé dva 2e
vyuZiji na biosyntézu a tvorbu ATRAIp. et. Al,. 2002Buday 2002

(Obr. 4.) Schéma biochemickych protesxidace nedisociovaného amonného dusiku.
(Arp. et. Al,. 2002)

Terminalni oxiddza
a NAD*

h 21 py
HAO Zeton s sftem =3
Cs54

NQo2- + 5H*

4. 2. 1. Ammonia monooxygenasa

Ammonia monooxygenasa je membrahiadzany enzym lokalizovany na wimit
strart membrany. Sklada se zé polypeptidi Amo A, Amo B a Amo C. NlZe oxidovat
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veliké mnozstvi latek. Krotvazby amoniaku oxiduje také latky obsahujici va@ZC na
epoxidy a C-H naifislusné alkoholy a sulfidy na oxidy siry. Jako stdismohou slouzit
pro Ammonia monooxygenasu i halogenové uhlovodikgZz se da vyuZit ip
dekontaminaci progtdi tmito latkami. Velmi podobnou strukturu jako ammonia
mooxigenasa ma enzym v aritjii¢ oznaeny jako particulate methane monooxygenasa,
kterym katalyzuji methanotrofni bakterie oxidacitam. Je kédovan podobnymi geny a
ma stejnou podjednotkovou strukturuuké vyuzivat také Siroké spektrum substr&troto
mohou methanotrofni bakterie oxidovat amoniak a itrifikacnich bakterii bylo
prokdzano, Zze mohou asimilovaikieré organické latky.

(McCarty 1999Arp. et al., 2002)

4. 2. 2. Hydroxylamin Oxidoreduktaza

Hydroxylamin oxidoreduktaza je enzym lokalizovanyeriplazng. Strukturou se
jedna o homotrimer,tedy komplex sloZzeny zeittotoznych proteifh. Ty jsou slozené
z osmi hen. Jeden z hetnp540 je v tomto komplexu zajimavy tim, Ze vyivda enzymu
aktivni misto.
(Arp. et al., 2002)

4. 3. Nitrita¢ni bakterie
Bakterie schopné oxidovat amonny dusik na dusitadogik jsou:
Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosocystis, Nitems@, Nitrosolobus, Nitrosovibrio,
NitrosogloeadChudoba et al., 1991).
Zatimco za archei byl popsan a izolovan pouze jedeim.

Nitrosopumilus maritimuéAmbrozova 2004)

Z tohoto mnoZstvi bakterii byly v problemati&igténi odpadnich vod popisovany
jen bakterie rodiNitrosomonasNitrosococcus Nitrosospira.
Zastoupenidchto bakterii se viznych aktivovanych kalech ime nenit podle zgsobu
jejich fizeni. NegasgjSi rozcleni je podle vhodné koncentrace substratu proebiaki
podle rychlosti jejichiistu. Podledchto parametfr se nitrité&ni bakterie daji rozliSovat na
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R-strategy bakterie, coZ jsou klasické nitritai bakterieNitrosomonaskteré jsou také
neiastji popisované. Z nitriténich bakterii jsou pr&vnitrosomonas ty rychleji rostouci
bakterie na vysokych koncentracich substratu. Dokyu maji schopnost pamé rychle
odstraiovat amonneé zr&steni.

NaopakK-strategy bakterie jako jsoWNitrosospirarostou pomalu, ale zas mohou
piezit delSi dobu hladéwi diky mensi rychlostitistu a menSim narékn na koncentraci
substratu. Maji tedy vyhodutipcisténi odpadnich vod s nizkym zatizenim amonnym
dusikem, neboipkolisani jeho zatizeni.

(Dytczak 2008)

4. 3. 1. Podminky pro fist
Nitritaéni bakterie snasi nejlépe pH v rozmezi 8-&8fiday 2002 Tedy lehce
zésadité. Koncentrace amoniakalniho dusiku v peitigané formd se @i zmeénach pH

meéni podle rovnice:

NH; <=>NH," + OH pKa=9,25 (7)

Jako substrat pro nitrigai bakterie byl potvrzen prévnedisociovany amoniak, coZz
vyplynulo z pozorovandistych kulturNitrosomonas(Buday 2002

Z rovnice ¢islo 2, viz kapitola 4. vyplyva, Ze vig¢hu nitritace dochazi k okyselovani
substratu a tim ke zvySovani koncentrace ionizosfarigrem amoniakalniho dusikuti P
fizeni procesu nitritace je proto vhodné vyrovnghtpridavanim neutralizaniho cinidla
(nag. CaO) (Chudoba et. Al,. 1991)

Hodnoty nasyceni nitrifikanich bakterii substrdtem se ¢wg€ji udavaji jako Half-
saturation constant (konstanta potmiho nasyceni enzymu), coz je takové mnoZstvi
substratu, p kterém reakce probiha pol@wii rychlosti. Mnozstvi substratui ppolovicnim
nasyceni enzymu prhlitrosospirase pohybuje okolo K= 0,08 — 0,15 mg N&V/L a u
Nitrosomonas K= 0,17 — 0,27 mg NEVL. U mnoZstvi kysliku pgdebnémho na nitritaci
jeto K, =0,51 mg @/ L pro Nitrosomonas. (Dytczak 2008)
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4. 3. 2. Inhibice nitritace

zpiasobeno tim, Ze oproti bakteriim oxidujici dusitaposik maji slozifjSi enzymaticky
systém, ktery oxiduje dusik z oxittdho ¢isla —Ill na +IIl. Této reakce seca@stni vice
enzymi a ma i vice meziprodukt Jak bylo vySe popsano, enzym amonia monooxygenasa
je schopen oxidovat mnohem vice latek nez jen agaolusik. Jeho fungovani je ovSem
zavislé na dodavce redtrkich ekvivaleni, které jsou dodavany z oxidace pOH na
NO,. V pripact kdy jako substrat amonia monooxygenase slouZilfitia oxidovatelna
timto enzymem neZz amonny dusik, rigs probihat nasledné reakce, ktera by dodala
potrebné elektrony a fungovani tohoto enzymu je inhdéimav Proto je pro nitritani
bakterie vzdy pdebna oxidace amonného dusiku. Jako alternativngtigibenzym
hydroxylamin oxidoreduktaza iwe vyuzivat také hydrazin, ktery by ¥pact vyuZziti
jiného substratu nez amonného dusiku pro amoniaooxygenasu mohl dodavat
elektrony. Latky fsobici jako alternativni substraty na amonia moggerazu se tedy
daji ozn&it jako inhibitory nitritace(McCarty 1999)

Jako inhibitory byly prokdzany také organické latdysahujici siru, které gadi mezi
nejvyznamgjSi inhibitory nitritace. Jsou to n#iglad thiom@ovina a alythiomdovina.
(Buday 2002 Pravépodobre je to zgisobeno tim, Ze se tyto latky vazou nédinktera je
kofaktorem amonia monooxygena@rp. et al., 2002)V pripact pritomnosti chelénich
¢inidel schopnych vézat & byva amonia monooxygenasa inhibovana. Toho seiv§uz
pii stanoveni biologické sp@tby kysliku (BSK) v odpadni vod, aby nebyl vysledek
ovliviiovan pra¥ nitrifikaci. (McCarty 1999

Mezi silné inhibitory nitritace pé#ttaké organické N-heterocyklické latkyt(Nitrapyrin).

Mechanizmus jejichdinku vSak dosud neni znanM¢Carty 1999.

4. 4. Nitratace
Za druhy krok nitrifikace jsou odp¢ené bakterie ozavané jako nitratani (NAB).

NejcastjSi bakterie schopné prov#dnitrataci, pati do skupin alfa, delta a gama
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proteobakterii a také Nitrospira. Stejjako nitritaini bakterie jsou nitratai také
chemolithoautotrofni.

Pro swij rust jako zdroj uhliku vyuzivaji COEnergii na jeho redukci pak ziskavaji
z oxidace N@.

Stejre jako u nitrit&nich bakterii byl u &terych nitratanich bakteriich dokazany
rast s vyuzitim organického substratu jako zdrojeékuh(Buday 2002
Nitratace je relativéh jednoducha reakce, fip které nevznikaji zadné vyznamné
meziprodukty a P niZz dochazi kiesunu jen Ze Je katalyzovdna enzymem
nitritooxidoreduktazou.

Probiha podle reakce:

NO, + H,O — NOs + 2H' + 2€ + 76kJ energie

(Chudoba et al., 1991)

Pri této reakci se uvalji dva elektrony, které jsou transportovany K tiedmi
oxidaze a zabudovany do ATP. Ta je potom vyuZitdinayntetické reakce a fixaci GO
VytéZzek energie jeip nitrataci o hodd menSi nez i nitritaci. Zefektivréni zisku energie
timto zpisobem je tedy dano velikym mnozstvim nitritoxidarkidzy, az 30%.
Nitritoxidoreduktaza je stefn jako Ammonia monooxygenasa u nitétéch bakterii
membranow vazany enzym, ktery se vyskytuje na imitstrak membrany. $pieck et al.,
1996

4. 5. Nitrataéni bakterie

Bakterii schopnych oxidovat dusitanovy dusik jeolnm Jsou to n&fklad:

Nitrobacter a Nitrocystis, Nitrococcus, Nitrospiaa\itrospira

Pri vyuziti téchto bakterii k¢isSteni odpadnich vod jsou vSak n&Hogji a nejvice
popisované jen bakterMitrobacteraNitrospira.

Nitrobacter byly drfive popisovany jako reprezentativni nittatabakterie, protoze byly
povaZzovany za neftingji se vyskytujici v aktivovanych kalech. Ng8i prace se ale
zataly zangrovat také na bakteriNitrospira, které jsou v &kterych podminkach nejvice
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zastoupené nitratai bakterie v aktivovanych kalech.

BakterieNitrospira a Nitrobacter maji porovnatelné ptgby na pH prosedi, které
je uvadno jako optimalni v rozmezi 7,2-8,Byday 2002 nebo uzsi 8,0-8,B(ackburne
2007). Stejreé také naroky na teplotu, ktera je nejvh&dh mezi 15-30°C a nasyceni
kyslikem K, (0,54 + 0,14 mg/l)Blackburne 200y

Nitrospira byva ¢asto v pracich metodou in situ analyzovana jako idanini
dusitanovy dusik oxidujici bakterie v aktivovanydalech cistiren odpadnich vod.
(Benakova 2007 Duvod pra@ tomu tak je, byva vysdlovan vysSSi schopnosti vazat
dusitanovy dusik neditrobacter Nitrospira ma tedy vyhodu oprotNitrobacter pri
ziskavani dusitanového dusiku a to htavrpripac jeho nedostatkuNitrospira se tedy
fadi mezi K-strategy aNitrobacter mezi R-strategy. Teoreticky by relativni velikost
populace Nitrospira nmela byt WtSi nez Nitrobacter v piipad nizké koncentrace
dusitanového dusiku a obréaéerv praci Burrell et al 1998 byla vSak nalezena jako
dominantni dusitanovy dusik oxidujici bakteNérospira i pfi vysokych koncentracich
okolo 100 mg N@N/I coz by znamenalo, Aditrospira dokaze lépe neldlitrobactervazat
dusitanovy dusik i ve vysokych koncentracich. Akéivdusitanovy dusik oxidujicich
bakterii miZe byt ovlivrena hlavig inhibitory jako je nedisociovany amoniak a kysalin
dusita.Blackburne 200y

4.5. 1. Podminky pro fist

Na rozdil od nitritanich bakterii, které vyuZzivaji jako substrat nediseanou
formu amoniakalniho dusiku, gebuji nitraténi bakterie na gy rast prag disociovanou
formu dusitanového dusiku. Proto stejako nitritatni bakterie maji idealni pH substratu
pro swij rust spiSe zasadité.

Rovnovahu popisuje reakce:
HNO, <=> NO, + H' pKa= 2,44 @0 °Q

(Buday 2002

V praci Blackburne 200y je konstanta polovniho nasyceni enzymu substratem (NO
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pro Nitrobacter udavana jako K= 1,2 — 1,3 mg/L a prdistrospiraje Ks = 0,9 mg/L.
Konstanta pro poloeni nasyceni kyslikem je potomNitrobacterK, = 0,43 mg/L a 0,54
mg/L proNistrospira V praci Qytczak 2008jsou tyto hodnoty udavany jakosk 0,11 —
0,50 mg/L a K = 0,47mg/L proNitrospira, a proNitrobacter K= 1,49 mg/L a K= 0,17

— 4,32 mg/L. Z obou praci vyplyva, aditrobacter zvliada vyssi koncentrace substratu
zpracovavat v kratSigase.

4. 5. 2. Inhibice nitratace

Wsoké koncentrace substratu mohou inhibovat mitiatnhibice substratem velmi
souvisi s pH. Zatimco vysSi koncentrace disocioharusitanového dusiku bakterie snasi
celkem dobe (az 10 mgN@I/l), nedisociovana forma HNOma na nitritani bakterie
velmi silny inhibéni inek, kdy inhibice nastava u#Zigoncentraci méh nez 0,03mg
HNO./I. Bakterie Nitrospira jsou na obsah kyseliny dusité ob&gase citlivejSi a tak
mohou @inn¢ konkurovat Nitrobacter jen @i jejich niZzSich koncentracich (vysSich
hodnotach pH). Velmi vysoky inhimi &inek ma na nitratai bakterie také volny
amoniak. V préaci Rhilips et al,. 200 je popsana inhibice Nitrobacter u koncentraci
volného amoniaku od 0,02 — 0,82mgMHale podle praceBlackburne 200ytato inhibice
nastava az u vysSich koncentraci. V kanafiizh systémech, kdetfippomalém toku
odpadnich vod nedochéazi Kl velkému okyskovani odpadni vody, probihaji spise
anoxickeé procesy. Proto jsou koncentrace amonnahikul docistirny gitékajici odpadni
vody podstaté vysSi. K oxidaci dusitanového dusiku mohou tediyata&ni bakterie
nastoupit az po snizeni této koncentrace nitritai bakteriemi. Proto je také mozné
nitratatni bakterie vyplavit § kratké doks zdrzeni aktivovaného kalu v aktérd nadrzi a
tim zvysit koncentrace dusitanového dusiku v odt@®uday 2002

Mezi latky inhibujici ¥tSi mirou nitrataci nez nitritaci gatlatky bézné dostupné
nacdistirnach odpadnich vod. Kr@nslowenin dusiku jsou to latky pmyslového fvodu
jako chlorénany, kyanatany, azidy, hydrazin, anilin, fenoloakresol. Nitraténi bakterie
také inhibuje 1,2-dichlorbenzen, 1,2,4- trichlorbem, cyklohexan, nitrobenzaldehyd a N-
methyl anilin. Toxické psobeni pevazrie na bakterie oxidujici dusitany mohou mit také
nékteré €Zzké kovy. Napiklad nikl, chrom, olovo, zinek a kadmium. Jejichu¥iti na
cilenou inhibici nitraténich bakterii je vzhledem k jejich slozité rozlehitosti a ce&

vhodné spiSe pro laboratorni experime(igckova et. al,. 2011)
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5. Metody analyzy populaci nitrifika¢nich bakterii

Analyza nitrifikatnich bakterii v aktivovaném kalu nema mnoho mozandstuli
velmi pomalémuistu nitrifikacnich bakterii neni mozné tyto bakterie kultivoyaptoze
jsou grenistany jinymi rychleji rostoucimi organismy. Ani mebu imunofluorescemi
techniky neni moZno tyto bakterie identifikovatofmZe jsou obalené extracelularnimi
sekrety, pes které se protilatky nedostanouftksfusnym antigeim. (Szwerinski et al.,
1985)

5. 1. Fluoresce#ni in situ hybridizace (FISH)

Tato metoda umaitije detekovat jednotlivé druhy, eventuebkupiny organisrin a
selektivre zobrazit a identifikovat bakterie ve vzorku aktramého kalu. Vyhodou metody
FISH je ffesnost a zarowei jeji rychlost ve srovnani s kultivaimi metodami, kdy
vysledky stanoveni jsou uz do druhého dne. Nevyhddto metody jsou vysoké naklady
na pdizeni fluorescetniho mikroskopu a genovych sond. Tato metoda jezeamla na
znalosti struktury DNA. Princip metody FISH je nag@ai genové sondy na specifickou
¢ast DNA kodujici ribozomalni RNA, které je spedificpro utity druh nebo skupinu
bakterii, nebo je specificka pro skupinu baktegiissejnymi viastnostmi. Napschopnost
nitritace nebo nitratace. Na genové sbjgdnavazana fluorescém barva, kterou je mozné
detekovat fluorescé&nim mikroskopem. Ve fluoresc&mim mikroskopu je barva pomoci
laseru o konkrétni vinové délce uvedena do excitékia stavu. # jejim navratu do
pavodniho stavu vyzé barva s¥tlo o niZsi vinové délce nez je to ex¢itd (emise). Toto
swtlo pak prochazi igs bariérovy filtr, ktery nepropusti &lo excita&ni, ale pouze to
emisni.[11]

Knavazani sondy na bakterie je nejprve iglod vzorek zafixovat
paraformaldehydem, nebo etanolemulkvsnadrgjSimu pichodu genové sondyigs
buré¢nou sénu, naslednad dehydratace vzorku a hybridizace ewyem sondami.
Hybridizace se provaditipteplo& 46 °C po dobu dvou hodin.i®d analyzou se vzorek

jeS€ musi promyt, aby se zbavil nenavazanych sond.
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Na obarveni a analyzu bakterii 1ze pouzit i vicec#fitkych sond v jednom vzorku.
K jejich rozliSeni je pdeba pouZzit barvy aizné emisni vinové délceBénakovéa 2007

5. 2. Polymerazovaretézova reakce (PCR) a elektroforéza (TGGE a
DDGE)

DalSi metoda identifikace zastoupeni mikrobiol&glwo sloZeni v aktivovaném
kalu je zaloZena stejrjako FISH na znalosti DNA konkrétnich mikroorganis Spa@iva

v namnoZzeni wité ¢asti DNA (PCR) a jeji nasledné identifikaci elektn@zou.

5.2.1. PCR

Namnozeni DNA se provadi pomoci enzymu DNA-polymar@laq polymeraza),
ktery byl izolovan z bakteri#hermus aquaticud’rvnim krokem je rozruSeni vodikovych
vazeb na DNA. Tim se ob&ttzce oddli. Tento krok probiha ip teplo& 94 — 96°C.
Druhym krokem PCR je navazani primespecifickych pro konkrétni sekvenci DNA,
kterou obsahuji nami zkoumané bakterie. Pro navgmémerii se vzorek ochladi na 50 —
65 °C. Takto ozn&ené Useky DNA jsouiptietim kroku replikovany Taqg polymerazoti p
teplog 72 °C. Tim korgi cely cyklus a jeho vysledkem je dvojnasobné mtvdzsilové
DNA. Cely cyklus se proto opakuje. Za 30 adykke tedy teoreticky mozno ziskat az
miliardu kopii. DobeSova 2011

Kvantifikace zastoupeni sledovanych mikroorgarigexmozna metodou real-time
PCR, kde je #&hem jednotlivych sekvenci sledovartirpstek DNA. Podminkou je
piitomnost fluorescamiho substratu, ktery se vdZze na syntetizovanou BN&AmMozné ho
detekovat ve specialnich termocyklerech. Metodagmzena na pozorovaniigistku
fluorescenceCim vy3si pirastek, tim je ve vzorku &si zastoupeni sledovaného genu.
(Micuda 2006)
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5. 2. 2. Elektroforéza

Metoda elektroforézy je zaloZzena na snizeni edéktetické mobility cast&ne
denaturované dvouSroubovice DNA v polyakrylamidov@elu s obsahem linedrniho
denaturaniho gradientu DNA (s maoviny a formamidu) nebo linearniho teplotniho
gradientu. Molekuly stiznou sekvenci DNA se chovajizré a jsou denaturovany v jiny
okamzik. Touto metodou lzedir diverzitu populace mikroorganishve vzorku.

Pro elektroforézu je piba pipravit gel. Ten seifpravuje z agarozy a TAE pufru.
Gel se zateje na teplotu 500C po dobu i minut a necha se vychladnout. Piadani
ethylbromidu se necha zatuhnoutéketaparatury pro elektroforézu. Po zatuhnuti se do
jamek vzniklych na gelu zipoZeného kebinku napipetuji vzorky spolu s markrem
ukazujicim poet bazi pro srovnani. Gel se potom vilozi do aparghuo elektroforézu,
zalije se TAE pufrem a elektroforéza se spusti.cBee kdy se denaturuje DNA, se
vyhodnoti vzdalenosti jednotlivych vzdrkse skupinami mikroorganism (DobeSova
201

5. 3. Stanoveni nitrifikaénich bakterii pomoci MPN dle
VINOGRADSKEHO

Jak jiz bylo zmigno, kultivatni metody jsou oproti metdd=ISH velmi zdlouhavé
a nepesné. Nitrifik&ni bakterie jako lithoautotrofni organismy rostoprati ostatnim
bakteriim velmi pomalu. Z tohotoidodu dochazi # kultivaci nitrifikacnich bakterii na
pevnych agarech kgristani jinymi rychleji rostoucimi organismy. Kuléige se proto
provadi na tekutém mediu.
Touto metodou je mozno zjistit pouz&tpmnost jedné skupiny nitrifikamich bakterii na
arovni nitritace/nitratace. Metoda se provadi kalti mikroorganisrin ze vzorku v mediu
dle Vinogradského. To se sklada z 2 g (NBOy, 0,5 g MgSQ.7H20, 1 g KHPO,, 2 g
NaCl, 0,05 g FeSEO7H,O a jednim litrem destilované vody. Toto médiumpsevede do
ttech Erlenmayerovych bék o fednich 10ml, 1ml, a 0,1ml a napipetuje seéknn
vzorek. Vzorek se v tomto médiu kultivuje 16-21 ghiteplot 27°C.
Béhem kultivace se jedenkrat denkontroluje obsah dusitanového a dnsinového
dusiku. Tim je mozZno sledovat namnoZeni konkrékuipisy nitrifikacnich bakterii.

Pritomnost dusitanového dusiku se @i Griessovymcinidlem (pgred pouzitim se
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smichaji roztoky A a B v po#nu 1:1. Roztok A se skladé z1 g kyseliny sulfandpltera

se rozpusti v 75 ml destilované vodyiapa se 25 ml ledové kyseliny octové. Roztok B se
sklada z 0,3 gi-naftylaminuk, ktery se povav 70 ml destilované vody,igfiltruje se a
nakonec sefma 30 ml ledové kyseliny octové). Roztok obsahuiasitanovy dusik se
zbarvi docervena. Eitomnost dusinanového dusiku se zji§e roztokem 0,02 g brucinu
ve 100 ml kyseliny sirové. Roztok séi pozitivnim vysledku zbarvuje do purpukbv
cervené. Whodnoceni se poté provadi statistickyodui statistickou metodou MPN.
(Ambrozova 2004

6. ZAwr:

Vzhledem k mnoha negativninigledkim zneisténi povrchovych vod dusikem je
potteba stale zdokonalovat metody jeho odsivani. NejperspektivijSi metodou
odstraiovani dusiku z odpadnich vod je z fidaith divodi metoda biologické
nitrifikace/denitrifikace. Nitrifik&ni organismy jsou proto nezastupitelrié qdstraiovani
zneisténi odpadnich vod. Pro efektivni odsioaani dusikatych sl@enin je poteba
udrZzovat podminky v aktivovaném kalu na takové arpkterd je pro tyto bakterie a pro
Cistici proces unosnéa. Také jéleFité si uedomit, Ze pro konkrétni nitrifikani bakterie
jsou poteba konkrétni podminky. Proto je vhodné udrZzovainpioky takové, které jsou
anosné pro vyhovujici bakterialni sloZeni aktivodam kalu. Pro zefektivwmi cisticiho
procesu je tedy piba se $novat podrob&Simu studiu nitrifik&nich bakterii a jejich
potieb.
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