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ANOTACE

Prace je zaméfena na odstraiiovani dusi¢nant z modelovych odpadnich vod metodou
autotrofni denitrifikace bakteriemi Thiobacillus denitrificans. Jako elektronovy donor je zde
vyuzita elementarni sira. V teoretické Casti prace je popsan vliv zvysSenych koncentraci
dusi¢nanit ve vodach na rizné slozky ekosystému. Dale jsou shrnuty a porovnany metody
odstraniovani dusi¢nanti z vod, véetné metod biologickych, kam patii heterotrofni a autotrofni
denitrifikace. Stézejni Cast je zaméfena na bakteridlni kmen Thiobacillus denitrificans a
mechanismy jeho plisobeni pii autotrofnim ¢isténi vod obsahujicich dusi¢nany.

Experimenty byly zaméfeny na systematické studium odstrafiovani dusi¢nant autotrofni
denitrifikaci z uméle pfipravovanych odpadnich vod, které jsou chudé na obsah organickych
latek a zaroved v nich koncentrace dusi¢nanovych iontl nepiesahuje hodnoty 100 mg.1"!. Prvni
¢ast experimentl se zabyvala vsadkovym uspofaddnim, kde byl k regulaci pH denitrifikacnich
procesti piidavan do reakénich smési vapenec. Pozornost byla vénovana studiu vlivu fady
faktord, jako je teplota, velikost pouzité frakce napln¢, michani, pfidavek fosforu a trojmocného
zeleza do reakéni smési. Druhd cast experimenti byla zaméfena na dlouhodobé
studium autotrofni denitrifikace v pritocné kolonég, kde byla jako nehybnd népln pouzita pouze
elementarni sira. Kolona byla nepfetrzité provozovana celkem 428 dni a byl do ni Cerpan
v riiznych fazich optimalizace procesu modelovy pracovni roztok obsahujici od 15 do 50 mg.1’!
dusi¢nanil.

Vysledky experimenti ukazuji, Ze proces redukce Ize s dostateCnou piesnosti
charakterizovat jako reakci pseudo nultého fadu. Ta je typickd pro systémy, v nichz je reakéni
prostiedi, tedy aktivni povrch siry, pln¢€ nasycen reaktantem. Bylo experimentaln¢ ovéfeno, ze
hodnoty reak¢nich rychlostnich konstant jsou zavislé na velikosti ¢astic pouZité naplné siry.
Proces Iépe probihd v suspenzi s mensimi ¢asticemi siry. Z naméfenych dat je patrny 1 pozitivni
vliv vy$si intenzity michani a vys$si teploty reakéni smési na rychlost redukce dusi¢nanti. Béhem
odbouravani dusi¢nant byly ve vSech vsadkovych testovanych reakénich smésich detekovany
dusitanové ionty, jako meziprodukt studované reakce. Bylo prokézéano, Ze ptitomnost slouc¢enin
fosforu a trojmocného Zeleza vyrazné ovliviiuje miru hromadéni dusitan v reakéni smési.
Béhem dlouhodobého testovani byly nalezeny podminky stabilniho provozu kolony, pii nichz
nedochazi k hromadéni dusitand. Pfitom bylo dosazeno miry odstranéni dusi¢nanti az 17,7 mg

NOs~.I""h.

KLICOVA SLOVA

Autotrofni denitrifikace, odstraiiovani dusi¢nanti, Thiobacillus denitrificans, sira.



TITLE

Nitrates removal from wastewater using bacteria Thiobacillus denitrificans

ANNOTATION

The work is focused on the removal of nitrates from model waters using autotrophic
denitrification by Thiobacillus denitrificans. Elemental sulfur was used as the electron donor.
The theoretical part describes the effect of increased concentrations of nitrates in water on
various components of the ecosystem. Furthermore, methods for removing nitrates from water
are summarized and compared, including biological ones such as heterotrophic and autotrophic
denitrification. The main part is focused on the bacteria Thiobacillus denitrificans and the
mechanisms of its action in the autotrophic treatment of nitrate-containing waters.

The experiments were performed dealing with the systematic study of nitrate removal by
autotrophic denitrification from laboratory prepared water samples, which were poor in the
content of organic substances and at the same time in which the concentration of nitrate ions
does not exceed 100 mg.l"!. The first part of the experiments was carried out in a batch
arrangement, where limestone was added to the reaction mixtures to control the pH of
denitrification processes. The influence of a number of factors, such as temperature, the size of
the feed fraction used, mixing and the addition of phosphorus and ferric iron to the reaction
mixture was studied. The second part of the experiments was focused on a long-term study of
autotrophic denitrification in a continuous arrangement, i.e. flow column, where only elemental
sulfur was used as a fixed bed. The column was operated continuously for a total of 428 days
and a model working solution containing from 15 to 50 mg.I"! of nitrates was pumped into it in
various phases of process optimization.

The results of the experiments show that the reduction process can be characterized with
sufficient accuracy as a pseudo-zero order reaction, which is typical for systems in which the
reaction medium, i.e. the active sulfur surface, is fully saturated with the reactant. It was
experimentally verified that the values of the denitrification reaction rate constants depend on
the particle size of the sulfur fraction used. The process proceeds better in a more dilute
suspension, ie with smaller sulfur particles. The measured data also show the positive effect of
higher stirring intensity and higher temperature of the reaction mixture on the rate of nitrate
reduction. During the degradation of nitrates, nitrite ions were detected in all batch tested
reaction mixtures as an intermediate of the studied decomposition reaction. The presence of

phosphorus and ferric compounds has been shown to significantly affect the rate of nitrite



accumulation in the reaction mixture. During long-term testing, the conditions of stable
operation of the column were found, under which nitrite formation does not occur. At the same

time, a nitrate removal rate of up to 17,7 mg NO3".1".h"! was achieved.

KEYWORDS

Autotrophic Denitrification, Nitrates Removal, Thiobacillus denitrificans, Sulfur.
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1 UVOD

Dusik a jeho slouceniny se v pfirod€ vyskytuji ve znaéném mnozstvi. Nejcastéji se jedna
o elementéarni dusik, ktery tvoti 78 % obj. atmosféry. Dusik je obsazen i ve struktufe n¢kterych
minerall. Zaroven je dusik, jako biogenni prvek, soucasti zivych organismi, a to zejména ve
form¢ aminokyselin. Po odumfeni organismu se tyto latky dostavaji do vody a pudy, kde jsou
dale rozlozeny a zpracovany metabolickymi pochody mikroorganismi. V piipadé dusiku se
jedna zejména o procesy fixace dusiku, nitrifikace a denitrifikace'-2.

Fixovat dusik mohou mikroorganismy zejména z amoniaku a dusi¢nanii. Molekula
atmosférického dusiku je k fixaci vyuzitelnd jen ziidka, nebot’ je chemicky témeét inertni.
Z amoniaku je mozné ziskat dusicnanové ionty procesem zvanym nitrifikace a dusik ziskame
opét z dusi¢nanovych iontii denitrifikaci’.

Soulad ptirodniho kolobéhu dusiku mize byt narusen v ptipad¢, kdy je jedna z jeho
slozek v prevaze, tj. zatne se hromadit a mohou se naplno projevit jeji nezddouci vlivy.
V soucasné dob¢ se v ptirodé prokazatelné zvysuji koncentrace dusi¢nanovych iontt, a to jak
v odpadnich a podzemnich vodach, tak i v rezervoarech pitné vody. To je zpisobeno hlavné
uzivanim dusikatych hnojiv, zvySovanim poctu obyvatel na nasi planet¢ a zménami jejich
zivotniho stylu, respektive jejich Zivotni Grovn&®. S hromadénim dusi¢nanovych iontii ve
vodach se pak objevuji problémy jako je nezddouci nadmérna eutrofizace vod (kterd miize vést
az thynu ryb a dalSich vodnich organismil), mozny vznik methemoglobinémie (s tim spojené
Gmrti kojencti a malych déti) nebo zvySena rizika vzniku riiznych druhii rakoviny u lidi®.

Pro odstranovani dusi¢nanli z vod existuje celd fada postupl. Jednd se zejména o
metody fyzikalné-chemické, chemické a biologické. Kazda metoda mé sva specifika, tj.
pfednosti a nedostatky a jeji nasazeni na feSeni konkrétni situace musi pfedchazet pecliva
analyza zahrnujici nejen technickou stranku realizovatelnosti, ale 1 ekonomickou rozvahu a
posouzeni dopadll na Zivotni prostredi.

Odstranovani dusi¢nanii biologickymi metodami je zaloZeno na velmi specifické
redukci dusi¢nanovych iontll na elementarni dusik®. Poprvé byl tento jev pozorovan a
pojmenovan jako ,,denitrifikace” v roce 1886 ve Francii!. Tyto postupy postupné ziskaly na
popularité, nebot’ jsou obvykle ekonomicky vyhodné€jsi nez konvenéni fyzikéalné-chemické
metody. V soucasné dobé¢ se biologické metody pro odstraniovani dusi¢nanti vyuzivaji naptiklad
ve véting Gistiren odpadnich vod, a to nejen v Ceské republice. Procesy denitrifikace jsou zde
jednim z dil¢ich procest probihajicich v aktivovaném kalu. Pfitom tada bakterii obsazenych

v aktivovaném kalu dokédze za anoxickych podminek vyuzivat dusi¢nany jako elektronovy
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akceptor a produkovat pfitom plynny dusik. Jako elektronové donory jsou pii téchto
metabolickych d€jich vyuzivany jak anorganické (autotrofni denitrifikace), tak i organické
latky (heterotrofni denitrifikace).

Za znam¢jsi a vyuzivanéjs$i biologickou denitrifikacni metodu je povazovana
heterotrofni denitrifikace. Zde je jako elektronovy donor vyuzivan organicky substrat obvykle
pfitomny v odpadni vod¢. Jestlize v§ak chceme odstranit dusi¢nany z vod, které obsahuji nizké
mnozstvi organickych latek, mame dvé moznosti. Bud’ do reakéni smési (zpracovavané vody)
muzeme piidat organicky substrat (vétSinou se jedna o metanol, etanol, ¢i kyselinu octovou) a
provést heterotrofni denitrifikaci. Zde ale hrozi riziko zne€isténi upravované vody sekundérnim
polutantem, nebot’ pfi odstraiiovani nizkych koncentraci dusi¢nanti musime pfidat organicky
substrat v nadbytku. Ve vysledku se tedy zbavime nezadoucich dusi¢nanovych iontd, ale ¢ast
pfidaného organického substratu ve vodé zlstane. Dalsi moznosti je autotrofni denitrifikace, u
které obecné plati, Ze se sice jednd o proces zdlouhavéjsi, ale v kone¢ném vysledku se muize
jevit jako vyrazné efektivnéjsi. A to zejména z toho diivodu, Ze vyuziti anorganického substratu
napft. elementérni siry jako elektronového donoru je levnéj$i nez metanol nebo kyselina octova.
Zaroven autotrofné denitrifikac¢ni bakterie produkuji méné kalu, ¢imz je tato technologie méné
narocna na udrzbu technologického zafizeni, protoze nedochazi k jeho Castému zandSeni
bakterialnim kalem®.

Jednim z potencialné moznych ptipada pro efektivni vyuziti autotrofni denitrifikace je
napiiklad odstrafiovani dusiénanii z dilnich odpadnich vod vzniklych po t&7b& uranu. V Ceské
republice se napfiklad jedna o odpadni vody produkované pii Cinnosti firmy Diamo s.p.,
odstépny zavod TUU ve Strazi pod Ralskem. Koneéné odpadni vody po fadé predchozich Gprav
obsahuji 20 az 70 mg.l"! dusi¢nanii, aviak prakticky 74dné organické znegisténi. Z tohoto
ditvodu je béZna biologicka heterotrofni denitrifikace prakticky neproveditelna. Tudiz se jevi
jako zajimavé ovetit moznost vyuziti jiné alternativy biologického odbourdvani dusi¢nant, a to
bez potifeby davkovat do odpadni vody externi organicky substrat. Touto alternativou je
napfiiklad autotrofni denitrifikace.

V névaznosti na to je cilem této prace experimentalni ovéfeni moznosti odstranovani
dusi¢nanti z odpadnich vod s obsahem dusi¢nanti o koncentracich do 100 mg.1" a s prakticky
nulovym obsahem organickych latek (vSe modelové roztoky), s vyuZzitim autotrofni
denitrifikace pomoci bakterii Thiobacillus denitrificans. Pfitom se zaméfit na vyhody a limitace
procesu, jak z hlediska miry odstranéni dusi¢nand a technického provedeni procesu, tak i

z pohledu dopadu procesu na Zivotni prostiedi.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Dusi¢nanov¢ ionty ve vodach

Dusi¢nanové ionty jsou velice dobie rozpustné ve vodé¢ a nezadrzuji se v pud¢, coz mize
vést k jejich velmi snadné migraci a tim ke znecistovani vSech slozek vodniho ekosystému,
vcetné zdrojl pitné vody.

Ptitomnost dusi¢nani v pitné vod¢ miize vést k vdznym zdravotnim problémim
zejména proto, Ze se mohou v travicim traktu zivoc¢ichti pfeméiovat na toxictéjsi dusikaté latky,
naptiklad dusitany?. V literatufe*> se uvadi, ze dusi¢nany obsazené ve vodach v koncentracich
do 26 mg.1"!' maji zanedbatelny vliv na lidské zdravi. Jakmile se v§ak v pitné vodé pohybuje
koncentrace dusi¢nanfi v rozmezi od 26 do 50 mg.l"!, je voda sice z hlediska konzumace
povazovana stale za nezdvadnou pro lidské zdravi, avSak jsou znamy piipady mirnych
chronickych rizik pro malé déti. Zdravotni riziko se objevuje pii koncentracich nad 90 mg.I"!
dusi¢nanti ve vodé*. Ve Vyhlasce ¢ 70/2018 Sb., kterou se méni vyhlaska &. 252/2004 Sb.
kterou se stanovi hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu a cetnost a rozsah kontroly
pitné vody, ktera plati pro Ceskou republiku, jsou maximélni povolené hygienické limity pro
obsah dusi¢nanti v pitné vodé 50 mg.1"! a 0,5 mg.I"! dusitand’.

Dusi¢nanovym a dusitanovym iontlim je piisuzovano nékolik zdravotnich rizik. V prvé
fad¢ se jedna o vznik methemoglobinémie (modrani kojencti), kterd je nebezpecna zejména pro
déti do Sesti mésicti véku a miize skonéit az smrti*®. Dusi¢nanové ionty v lidském té&le jako
exogenni oxidanty mohou za zvySené hladiny methemoglobinu v krvi. Ten vznika oxidaci
dvojmocného Zeleza (Fe’") v hemoglobinu na trojmocné (Fe**). V koneéném diisledku pak
methemoglobin ztraci schopnost reverzibilni vazby kysliku a mize dochéazet k tkdnovym
hypoxiim. Jako obrana existuje v téle redukéni systém, ktery vrati methemoglobin zpét na
hemoglobin, avSak u novorozencti jsou tyto drahy jest¢ nezralé. Navic maji zvySeny podil
fetalniho hemoglobinu, jehoZ oxidace z Fe’" na Fe’* je snaz$i’. Dale mohou dusi¢nany
zpisobovat vrozené vady u déti a v poslednich letech se daleko Castéji objevuji dikazy, ze
dusi¢nanové ionty mohou prispivat i ke vzniku rtiznych druht rakoviny*!°.

Nutnost odstrafiovat dusi¢nany z vod se netykd jen vod pitnych. Dulezitad je také
kontrola ostatnich druhti vod kvili eutrofizaci vod zptsobené lidskou ¢innosti. Jedna se o
proces nadmérného obohacovani vod zivinami, jejichz majoritni ¢ast tvoti dusik a fosfor (resp.
jejich slou€eniny). Néaslednym efektem je masivni pfemnoZeni drobnych organismi, jako jsou
napiiklad bakterie, ¢imZ stoupa konzumace kysliku ve vodé¢. PfemnoZené organismy za néjaky

¢as odumiraji. Zaroven nckteré druhy sinic a fas mohou produkovat toxické latky. Pii
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pozdéjsich rozkladnych procesech velikého mnoZzstvi organismil se znovu spotiebovava vysoké
mnozstvi kysliku a mohou se opét produkovat toxické latky!!.

Nadmérnou eutrofizaci miize byt vyrazné zhorSena upravitelnost vody a vzhledem
k tomu, Ze je zhruba 60 % zdroju pitné vody v Ceské republice ziskavano z povrchovych
vodnich ploch, je zddouci efektivné, ekologicky a co nejlevnéji odstranovat nechténé dusi¢nany

z vod.

2.2 Metody odstraiiovani dusi¢nanti z vod
V soucasné dob¢ existuje nckolik metod, pomoci kterych je mozné efektivné
odstranovat dusi¢nanové (piipadné€ i dusitanové) ionty z kontaminovanych vod. Tyto metody
muzeme rozdélit do skupin podle mechanismu odstranéni na fyzikalné-chemické, chemické a
biologické. Zakladni rozsah ucinnosti odstraniovani dusi¢nanovych ionti z vod jednotlivymi

metodami je uveden v nasledujici tabulce (Tab. 1)*.

Tab. 1 Ucinnost odstranéni NO5 vybranymi metodami*

Metody odstranovani NO3 Utinnost odstranéni NO3 [%]
Iontova vyména 80-99
Elektrodialyza 30-99
Fyzikdlné-chemické
Reverzni osmoza 50-96
Destilace 90-98
Chemické Chemicka redukce 70-95
Biologické Denitrifikace 33-90

2.2.1 Fyzikéln¢-chemické metody

Mezi fyzikalné-chemické metody odstrannovani dusi¢nanovych ionti z vodnych roztok
patii napiiklad procesy iontové vymény, destilace a membranové separace vcetné
elektrodialyzy. Tyto postupy casto dokdzi odstrafiovat dusi¢nanové ionty z vody relativné
ucinné. Bohuzel, jejich nevyhodou je produkce odpadi, které jsou obvykle ve formé vysoce
koncentrovanych solnych roztokt vyzadujicich vétinou jejich dodateéné zpracovani®.

S ohledem na velikost a charakter odstranovanych dusi¢nanovych ionti je v poslednich
letech pozornost vénovana studiu vyuziti membranovych separacnich procesti, jako je

elektrodialyza, reverzni osmoéza a castecné 1 nanofiltrace. Ty vykazuji inosné investi¢ni a
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provozni naklady a odpovidajici miru odstranéni dusi¢nand, i1 pfesto, ze selektivita n¢kterych
membran pro dusi¢nanové ionty je, zejména pro zvazované tlakové membranové procesy, ¢asto
niz§i nez vaci ostatnim aniontGm™*!>!3141516  Naptiklad, zatimco je rejekce reverzné
osmotickych membran pro vétSinu kationtli a siranové nebo chloridové anionty vyssi nez
99,9 % u dusi¢nanovych anionti dosahuje rejekce membrany nejcastéji hodnot v rozmezi 85
az 96 %. Tento nedostatek vSak lze fesit napiiklad vyuzitim vicestupiiové reverzni osmozy.
Reverzni osmoéza je dale vhodna zejména pii snizovani koncentrace dusi¢nanti ve vodach
s vysSimi koncentracemi sirand, které jsou obtizné zpracovatelné iontovou vymeénou. Je to vSak
neselektivni proces, kterym se odstranuje z vody vétSina rozpusténych latek. Vedle dusi¢nanti
se tedy z vody odstrani i latky, které jsou naptiklad v pitné vode zadouci, jako je vapnik a
hot¢ik. Tento problém je feSen bud’ naslednou remineralizaci vody, nebo sméSovanim upravené
vody (permedtu) s Casti surové vody. SméSovaci pomér je volen tak, aby upravend voda
splitovala vSechny pozadavky na pitnou vodu uvedené ve Vyhlasce ¢.70/2018 Sb., vcetné
doporucenych hodnot koncentraci vapniku a hoi¢iku.

I kdyz tidaje v ptevzaté Tab. 1 ukazuji, Ze nejnizsi t€innost pii odstraniovani dusi¢nani

vykazuje elektrodialyza, byla publikovéna fada studii'’:!8

, vnichZ je dosazena ucCinnost
elektrodialyzy az 99 %. Pfitom, na rozdil od reverzni osmozy, jsou dusi¢nany odstrafiovany
z nastiiku rychleji a selektivnéji nez sirany nebo chloridy. Nejnovéjsi zkusenosti tak ukazuji,
Ze membranové systémy jsou casto jednodussi nez iontové-vymeénné nebo biotechnologické
procesy, a to i ptes to, ze k jejich provozu jsou potfebna vysokotlaké Cerpaci zatfizeni (reverzni
osm6za) nebo zdroj stejnosmérného elektrického proudu (elektrodialyza)'®.

Pti iontové vymeéné jsou dusi¢nany z vody odstraiiovany standardnimi silné bazickymi
anexy s kvartérni trimethylamoniovou funkéni skupinou, jejichz selektivita k aniontlim stoupa
v fadé HCO3 < CI'< NOs'< SO4>. Z této fady je zfejmé, Ze iontova vyména neni vhodna pro
odstraniovani dusi¢nani z vod, které zarovenn obsahuji vy$si koncentrace sirand. Ty se
zachytavaji na ionexu prednostné, piipadné¢ dusi¢nany vytésnuji. lontovd vyména je
diskontinualni proces, coz znamena, Ze po vysyceni aktivnich center ionexu anionty je nezbytna
jeho regenerace. Nejlépe se k odstranovani dusi¢nant osvédcila dvoustupnova regenerace, pii
nizZ byly dusi¢nany nejprve vytésnény chloridem sodnym, a nasledné byl ionex pieveden do
hydrogenuhli¢itanové formy?’. Pii této variantd hodnoty doprovodnych aniont (chloridy,
sirany) nepfesahovaly pozadované koncentrace pro pitnou vodu. V literatufe jsou popsany i
kombinované metody odstranovani dusicnanit z vod =zahrnujici iontovou vyménu a

membranové separace?!.
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2.2.2 Chemické metody

Jednou z moznosti, jak odstraiiovat dusi¢nany z vod, je jejich redukce. Byla testovana
celd fada redukc¢nich Cinidel dusi¢nand, jako je hlinik, Zelezo, amoniak a nékteré organické
latky. VétSina téchto redukénich reakcei probiha v silné alkalickém prostiedi, za zvySené teploty,
tlaku ¢i s pouzitim katalyzéatoru nebo pfi souasné kombinaci zminénych parametri.

Produktem reduk¢nich reakci je pak rtiznorodd smés dusiku, dusitand, amoniaku a
dalich latek, z nichz mnohé maji negativni vliv na Zivotni prostfedi**??. Naptiklad pfi upravé
pitnych vod, chemicka nebo elektrochemicka redukce dusicnant vede obvykle k nadmérné
produkci amonnych ionti, které se v pitné vodé¢ hromadi. Totéz potvrzuji i vysledky studia
reakci kovového zeleza s dusi¢nany v anoxickém prostiedi, kde jsou dusi¢nany prakticky
kvantitativné redukovany az na amonné ionty. Tyto procesy jsou tedy pro Upravu vlastnosti

pitné vody nevhodné??.

2.2.3 Biologické metody

Obecné jsou biologické metody odstraiiovani nezadoucich dusi¢nanovych ionti z vod
zalozeny na metabolické enzymaticky katalyzované pfeméné dusi¢nani na dusitany, které jsou
dale redukovany na oxidy dusiku a kone¢nym produktem denitrifikace jsou molekuly plynného
dusiku®. Klicovym faktorem pfi pouzivani téchto metod je redukce dusi¢nanovych ionti na
dusitanové, které¢ se mohou hromadit v systému a jsou v porovnani s dusi¢nany vice toxické.

Rovnice (1) ukazuje schématicky model kompletni redukce dusi¢nanovych iontii do

2425 Retézec reakci probihd z &asti

jeho konetné faze — tvorby plynného dusiku
v periplazmatickém a z €asti v cytoplazmatickém prostoru bakteridlnich bun¢k, coz dovoluje
vznik protonmotivniho napéti vedouciho k syntéze adenosintrifosfatu (ATP). Kazd4 z reakct je
enzymaticky katalyzovdna specifickym enzymem. Pfeménu dusi¢nanovych iontli na
dusitanové ionty, tzv. nitrdtovou respiraci (2) zajiSt'uje enzym nitrat reduktaza (Nar), redukci
dusitanovych iontl (3) pak nitrit reduktaza (Nir) a konecné redukci oxidi dusiku (4) a (5) na

molekuly plynného dusiku reduktiza oxidu dusnatého (Nor) a dusného (Nos)*.

_ Nar _ Nir Nor Nos
N03 —>N02 —>N0(g) —>N20(g)—)N2(g) (1)
Nar
NO3 + 2H* + 2e~ — NO; + H,0 ()
Nir
NO; + 2H* + e~ — NO + H,0 3)
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N
2NO + 2H* + 2e~ ~5 N,O + H,0 &)

N
N,0 + 2H* + 2e~ ~3 N, + H,0 (5)

Sumarné lze denitrifikaci zapsat nasledujici rovnici (6)%’:

2NO3 + 12H* + 10e~ - N, + 6H,0 (6)
Denitrifika¢ni schopnosti ma celd fada organismu zahrnujici také houby a prvoky, av§ak
vét§inu z tohoto celku tvoii rozmanité druhy bakterii’*. Ptiklady bakterialnich druhfi, které se

vyskytuji v aktivovaném kalu a které obsahuji denitrifikacni bakteridlni kmeny, jsou uvedeny

v tabulce (Tab. 2)*.

Tab. 2  Bakterialni rody vyskytujici se v aktivovanéem kalu a obsahujici denitrifikacni

druhy®’
Achromobacter Hyphomicrobium
Acinetobacter Kingella
Agrobacterium Methanonas
Alcaligenes Moraxella
Bacillus Neisseria
Chromobacterium Paracoccus
Corinebacterium Propionibacterium
Denitrobacillus Pseudomonas
Enterobacter Rhizobium
Escherichia Rhodopseudomonas
Flavobacterium Spirillum
Glocononobacter Thiobacillus
Holobacterium Xanthomonas

Biologicka denitrifikace je respiratorni proces denitrifikacnich bakterii, jichZ vétSina
spadd mezi fakultativni anaeroby. Tyto organismy se bézn¢ vyskytuji v riznych typech vod a

pud a mohou prosperovat jak v aerobnim, tak anaerobnim prostiedi. Ne vSechny denitrifika¢ni
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bakterie tvoii béhem denitrifikace vSechny tfi meziprodukty, nékteré mohou tvoftit pouze jeden,
dva ¢i dokonce zddny z meziproduktli. Proto je denitrifikace povazovana za komplexni
komunitni proces, kdy spolupracuje mnozstvi organismt na dokonceni procesu, nebot’ nékteré
organismy nemusi produkovat celou sadu pottebnych enzymi k dokonéeni celé reakce?®.

Mezi bakterie, které dokéazi za anoxickych podminek vyuzivat dusi¢nany jako
elektronovy akceptor a produkovat plynny dusik, patfi napt. rody Pseudomonas, Bacillus,
Escherichia, Alcaligenes a Thiobacillus. Mezi nejlépe prozkoumané patii zastupci roda
Pseudomonas a Paracoccus***3!.

V aerobnim prostiedi se terminalnimi akceptory elektrond pifi metabolickych déjich
denitrifika¢nich organisml stdvaji molekuly kysliku. Za anoxickych podminek mohou tyto
mikroorganismy vyuzivat chemicky védzany kyslik, tak jako je tomu u dusi¢nanového iontu,
ktery pak slouZi jako elektronovy akceptor namisto molekul kysliku a probiha tzv. denitrifikace.
Denitrifikacni procesy mohou tedy probihat pouze v prostfedi bez volného molekulového
kysliku. V praxi to znamend, ze ve vodé¢, ve které probihd denitrifikace, je koncentrace
rozpusténého kysliku do 0,5 mg.I'1 %,

V situaci, kdy jsou denitrifika¢ni bakterie pfitomny v prostfedi, ve kterém jsou obsazeny
molekuly volného kysliku a soucasné i dusi¢nany, se vzdy primarné stane terminalnim
akceptorem elektront volny kyslik. Pfi porovnani tlohy obou moznych terminalnich akceptora
elektronil pfi reakci se stejnym substratem je z energetického hlediska vyuziti volného kysliku
pro bakterialni buiiky vyhodné&jsi. Ve je ukazano v rovnicich (7) az (10)**. Diisledkem tohoto
jevu je aktivace enzymatického aparatu vyuzivajictho volny kyslik a deaktivace

denitrifika¢nich enzymi pfi koncentracich rozpusténého kysliku nad 1,0 mg.l' — volny

molekularni kyslik slouZi jako inhibitor denitrifikaénich procesti>*.,

Denitrifikacni bakterie

19 CcHgO15 + 0, 0,6 g bunécné suspenze (bakt.kalu) (7)

Denitrifikacni bakterie

1g CeHgO04, + NO3 0,4 g bunécné suspenze (bakt. kalu) (8)

Denitrifikacni bakterie

CsHg0y5 + 0, 686 kcal (9)

Denitrifikacni bakterie

CoHg0y, + NO3 636 kcal (10)
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Jako elektronové donory pii metabolickych déjich jsou vyuzivany jak anorganické
(autotrofni denitrifikace), tak i organické latky (heterotrofni denitrifikace).

Dostupné jsou také studie zabyvajici se potenciostatickymi bio-elektroreaktory. Jejich
princip spociva v podporeni mikrobialni aktivity vyvijenim katodového vodiku, ktery je sam o
sob¢ silnym redukénim cinidlem dusi¢nant. Pii experimentech bylo dosazeno relativné
vysokych proudi - az do 20 mA3*3334, Zaroven existuji publikace o tom, Ze pfitomny proud

v zivném roztoku stimuluje proliferaci (mnoZeni) bunék piitomnych bakterii*>-°.

2.2.3.1  Heterotrofni denitrifikace
Heterotrofni denitrifikace vyuziva k redukci dusi¢énani jako elektronové donory a
soucasn¢ jako zdroj uhliku organické latky. Ty mohou byt v ¢isténé vodé jiz pfitomny (jedna
se pak o tzv. interni zdroj, kterym mohou byt odpadni vody z vyroby cukru, syrii a lihovin,
prirodni rostlinné substraty jako rostlinné oleje ¢i mléko, ptirodni zivoc¢isné produkty apod.),
nebo je nutné je do reakce pridat (externi zdroje). Obecny zapis heterotrofni denitrifikace je

vyjadten v nasledujici rovnici (11)%24%7,

2NO3 + 10H* + 10e™ —» N, + 4H,0 + 20H~ (11)

Externi zdroj organického uhliku pro denitrifika¢ni bakterie muze tvofit celd fada
latek?*. Mezi nejlepsi redukéni substraty pro denitrifikaéni bakterie patii jednoduché organické
latky, jako je metanol, etanol, octan, glukosa atd. Organicky substrat je pak bakteridlnimi
bunikami oxidovan na oxid uhli€ity a vyuZit v prvé fad¢ jako elektronovy donor v elektronovém
transportnim fetézci a za druhé muze byt také vyuzit jako zdroj uhliku. Pii optimalnich
podminkach dévkovani organického substratu je moZzné dosdhnout odstranovani
dusi¢nanovych a dusitanovych iontl az s 95% ucinnosti a naopak pii nedostatku substratu miize
dochézet k inhibici denitrifikace*?*3,

S davkovanim organického substratu (zejména jeho nedostatkem nebo v kombinaci
nedostatku substratu s jinymi faktory ovliviiujicimi reakci) pii heterotrofni denitrifikaci souvisi
také rozdilnd bunécnd odezva v podobé zmeén exprese a aktivity denitrifikatnich enzymd.
V nékterych ptipadech tak mize dochéazet k nezadoucimu hromadéni dusitanovych iontd, které
piedstavuji vétsi riziko nez dusi¢nany a které mohou nasledné inhibovat cely proces®. Bylo

pozorovéano, Ze pii koncentraci nad 150 mg.I"' NO>” miZe dochazet k inhibici heterotrofni

denitrifikace pfi pH blizkém neutrdlnim hodnotam*’,
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Jednotlivé organické substraty pro heterotrofn¢ denitrifikacni bakterie nejsou stejné
ucinné vzhledem k efektivité denitrifikace a specifickym pozadavkim téchto bakterii. Rozdilna
stechiometrie oxidace glukosy a metanolu pii denitrifikaci je naptiklad vyjadiena rovnicemi
(12) a (13). Na prvni pohled se miize glukdza jevit jako vhodnéjsi substrat, ale pied vstupem
do metabolickych d&jt vétSiny denitrifikanich bakterii je nutnd jeji specifickd enzymaticka
konverze. Vyss$i ucinnosti denitrifikace bylo dosazeno napiiklad pfi pouziti smési glukozy a
acetatu v poméru 1:1 **. Pii pouziti glukdzy dochazi k nejvyrazngjsi akumulaci dusitanovych
iontfi oproti ostatnim bé&Zné& vyuzivanym substratim*?. V souc¢asné dobé se nejvice vyuziva jako
externi zdroj metanol kviili snadné cenové dostupnosti a také proto, ze jeho oxidace je spojena

s tvorbou mengiho mnoZstvi bakterialniho kalu?*.

S5CH30H + 6NO3 — 3 N, + 7H,0 + 5C0, + 60H~ (12)

5C4H,,04 + 24N05 — 12N, + 18H,0 + 30C0, + 240H" (13)

Jak je zrovnic (11) az (13) patrné, pti heterotrofni denitrifikaci se mezi vznikajicimi
produkty objevuji také hydroxylové ionty. Ty reaguji s rozpusténym oxidem uhliitym za
vzniku hydrogenuhli¢itanovych iontii. Pfi procesu pak tedy muize dochazet k vyraznému
zvySeni hodnot pH okolniho prostfedi a nasledné inhibici denitrifikace, nebot’ pH mlize mit vliv
jak na enzymatickou aktivitu a zivotaschopnost bakterialnich bunégk, tak i na stupen ionizace a
bun&ény transport molekul substritu a nutrienti?. Optimdlni rozmezi hodnot pH pro
heterotrofni denitrifikaci se pohybuje od 7,0 do 9,0 %43,

Také nizky pomér C/N muze negativné ovliviiovat denitrifikaci tak, Ze mize dochazet
k akumulaci oxidu dusného. Na vznikajici mnozstvi tohoto oxidu ma dale vliv retenc¢ni Cas, typ
organického substratu a s tim souvisejici teplota (nebot” pii1 vysSSich teplotach stoupaji naroky
na davkovéni substratu), nizké hodnoty pH a p¥itomnost molekulového kysliku*+>4,

Jak jiz bylo zminéno, heterotrofni denitrifikace je vyrazné rychlejsi nez autotrofni, ale
pii Spatném davkovani organického substratu se mulzZe vyskytovat nezadouci akumulace

dusitanovych ionti pfi nedostatku substratu, ¢i sekundarni znecisténi (vysoké hodnoty CHSK)

v dtsledku substratového preddvkovani systému.

2.2.3.2  Autotrofni denitrifikace
Metoda autotrofni denitrifikace je zalozena na odstranovani dusi¢nanovych iontd

bakteriemi vyuzivajicimi ke své metabolické ¢innosti anorganické latky, tj. zapojeni elektronii
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ziskanych oxidaci anorganickych latek do elektronovych transportnich drah. Tyto procesy
probihaji spontanné v pud¢ a v podzemnich vodach a naopak prakticky chybi ve vodach
povrchovych, kde mizeme nalézt daleko vyssi koncentrace organickych latek a dusi¢nany se
zde odbouravaji hlavné pomoci heterotrofni denitrifikace.

I pfes to, ze autotrofni denitrifikace patii k velice pomalym procesiim odstraiiovani
dusi¢nanil z vod, mize byt v nekterych ptipadech pouziti této metody velice atraktivni. Oproti
heterotrofni denitrifikaci neni potfeba doddvat do systému draz§i organicky substrat®*.
V nékterych ptipadech dokonce nemusime davkovat viibec zddny substrat, nebot’ znecisténa
voda dusi¢nany (naptiklad z ropného, zbrojaiského ¢i farmaceutického primyslu) muize jiz
obsahovat vhodné sirné slou¢eniny*’. Navic se bez pfidavku organického substratu snizuje

riziko vzniku sekundarnich polutantii a zvysené hodnoty CHSK*S,

Tab. 3  Anorganicke latky vyuZitelné pro redukci dusicnaniu

Reakce Standardni potencidl [V]
Fe3* + e~ — Fe?* 0,77
I, + 2e~ — 21 0,54
Cu?t +2e~ > Cu 0,34
Cufyy +e” = Cufyy 0,13
2H* + 2e™ -» H, 0,00
Pb?* +2e~ -> Pb -0,13
2505~ + 19H* + 16e~ — H,S + HS™ + 8H,0 -0,22
S02- + 8H* + 6~ > S + 4H,0 20,33
Fe?* + 2e~ — Fe -0,44
Zn** +2e~ - Zn -0,76
AP 4+ 3e™ - Al -1,66
Mg?t + 2e” > Mg 2,37
Nat + e~ - Na 22,71
Ca?* +2e” - Ca -2,87
Kt+e -K -2,93

K dal§im vyhoddm autotrofni denitrifikace patii 1 skuteCnost, Ze riistoveé vlastnosti
buné¢k autotrofné denitrifikac¢nich bakterii jsou mnohem mensi nez je tomu u heterotrofi, coz

vede k produkci mensiho mnozstvi bakteridlniho kalu. Souhrnné 1ze tedy konstatovat, ze tato
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metoda muze byt vhodnym feSenim hlavné pro odstraniovani dusi¢nanti z odpadnich vod
s nizkou organickou z4t&zi*.

Jako substrat, resp. donory elektronli, vyuzivaji autotrofn¢ denitrifikacni bakterie
anorganické latky — zejména se jedna o vodik, elementarni siru a nékteré jeji slouceniny (sulfan,
pyrit, thiosiran apod.)*®. Pfehled anorganickych latek, které lze potencidlné vyuzit pfi redukci
dusi¢nanti je uveden v Tab. 3 ptevzaté z literatury'.

Jako vyhodné se jevi zejména pouziti ¢istého vodiku, a to z divodu, ze se Ize vyhnout
pfipadnym sekundarnim kontaminacim - vodik neziistava v Cisténé vod¢ a proces zlistava
biologicky stabilni. Na druh¢ stran¢, komplikace nastavaji pti vlastni produkci vodiku a jeho
skladovani. Stechiometrie reakci dusi¢nanové a dusitanové redukce a redukce vzniklych oxidi

dusiku s vodikem jako elektronovym donorem, je zndzornéna v nésledujicich rovnicich (14) -

(17)3*:

NO3 + H, » NO5 + H,0 (14)
NO3 +=Hy + H* = NO + Hy0 (15)
2NO + H, > N,0 + H,0 (16)
N,O + H, > N, + H,0 (17)

Celkova stechiometrie t&chto dil¢ich reakci bude tedy vypadat nasledovné (18)>*:

2NO;5 + 5H, + 2H* > N, + 6H,0 (18)

Jako anorganicky elektronovy donor k autotrofn¢ denitrifikacnim procesiim lze pouzit

také pyrit (disulfid Zeleznaty). Reakce pak probihaji dle rovnic (19) a (20)°°:

14NO3 + 5FeS, + 4H* — 7N, + 10S0%~ + 5Fe?* + 2H,0 (19)

10Fe?* + 2NO; + 14H,0 - 10FeO(0OH) + N, + 18H™* (20)

Souhrnné pak tedy denitrifikace probihd nasledovné podle rovnice (21)°:
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6NO3 + 2FeS, + 2H,0 — 3N, + 450%™ + 2Fe0(OH) + 2H* 21)

Déle je mozné jako elektronového donoru pouziti elementéarni siry. Oxidace elementarni

siry pii autotrofni denitrifikaci je znazornéna v rovnici (22)°%:

55 + 2H,0 + 6NO3 — 5502~ + 4H* + 3N, (22)

Béhem procesu vznikd znaéné mnozstvi H' iontd, pFi¢emz dochéazi k okyselovani
okolniho prostfedi, coz se ukazalo jako nezadouci jev. Hodnoty pH totiz silné ovliviuji
denitrifikaéni procesy. Optimalni pH pro autotrofni denitrifikaci je v rozmezi hodnot od
6,5 - 7,5. Pokud se pH pohybuje mimo rozmezi hodnot 5,5 az 9 je denitrifikace zcela zastavena,
atkoliv bakteridlni butiky mohou dale prezivat*’. K dlouhodobé realizaci autotrofni
denitrifikace je tedy nutné ptidavat do reakéni smési odpovidajici alkalickou latku, ¢i jinym
zpisobem ovliviiovat pH, aby nedochézelo k nezddoucim posuniim z neutralni oblastié.

Mezi nejznaméjsi a nejbéznéji pouzivané latky k témto ucelim patii hydrogenuhlicitan
sodny®. Jedna se o G¢inné pufrovaci ¢inidlo™>. Stechiometrick4 reakce autotrofni denitrifikace,
kde je, jako elektronovy donor, vyuzita elementdrni sira a hydrogenuhli¢itan jako latka

ovliviujici pH je zobrazena rovnici (23)°:

1,06 NO; + 1,11 S + 0,3 HCO3 + 0,485 H,0 —» 0,5 N, + 1,11 SO2~ + 0,86 H* +
+0,06 CsH,0,N (23)

Alternativou hydrogenuhli¢itanu sodného mitize byt levnéjsi véapenec (uhlicitan

vapenaty). Nésledujici rovnice (24) - (26) ukazuji odpovidajici chemické reakce®:

CaCO0s(s) + H* - HCO3 + Ca** (24)
HCO; + H* — H,CO5 25)
H,CO5 — H,0 + CO, (26)
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Z danych rovnic (24) - (26) je patrné, Zze 1 mol vapence postaci na kompenzaci 2 mol
H" ionth. Uvolnéné vapenaté ionty pak reaguji se vznikajicimi siranovymi ionty za vzniku
nerozpustného siranu vapenatého. Pfi reakcich se dale uvoliiuje oxid uhlicity, ktery muze
slouzit u chemolitoautotrofnich bakterii rovnéZ jako zdroj uhliku®®*. Souhrnna rovnice pak

vypadé nasledovné (27):

5S 4 2H,0 + 6NO; +2CaC0; — 3N, + 2C0, + 2CaS0, - 2H,0 + 3502~ (27)

Nevyhodou pouziti vapence jako latky regulujici pH pii autotrofné denitrifikacnich
procesech je zvySeni tvrdosti vody a celkového obsahu dispergovanych pevnych latek.
Negativa tohoto postupu se mohou téz projevit pti €isténi odpadni vody obsahujici vysoké
koncentrace dusi¢nanovych ionti, kde se pro pribéh denitrifikace mize stat limitujicim
faktorem nedostatecnd rychlost rozpousténi vapence. Navic vznikajici sirany mohou pasivovat
povrch vapence. Dalsim problémem pak mohou byt relativné vysoké koncentrace vznikajicich
sirantl, zejména pak v oblastech, kde neni moznost vypoustét napiiklad vyc¢isténou vodu primo
do mote, kde se sirany b&zné& vyskytuji v koncentraci pfiblizné 2,7 mg.1"! SO4% 3433,

V publikovanych pracich je pomér siry a vapence Casto uvadén jako 3:1. Pii vysSich
pomérech dochéazi ke snizovani pH v dasledku nedostatku rozpoustéjiciho se vépence a
denitrifikace mlize byt timto jevem posléze zcela inhibovana®’. Z hlediska minimalizace
objemu reaktoru viak autofi® uvadéji optimalni objemovy pomér ddvkované siry a vapence do
autotrofné¢ denitrifikacniho reaktoru ptiblizné 1:1.

Optimalni teplota pro procesy autotrofni denitrifikace se pohybuje v rozmezi od 33 °C
do 35 °C. Pii teplotach nad 40 °C dochézi k uplnému zastaveni téchto procest**-¢.

Dal$im jevem, ktery je nutné sledovat z hlediska mozného zpomaleni ¢i Gplné inhibice
denitrifika¢nich procest, je koncentrace dusitanovych iontil. Inhibice autotrofni denitrifikace
dusitanovymi ionty nastava pii pitomnosti koncentraci nad 50 mg.1"' N-NO> (tj. piiblizng 164
mg.I"' NO2") **>¢ Nezadouci hromadéni dusitand v systému m4 fadu p#i¢in. Mohou byt jednak
disledkem pfitomnosti latek, které ovliviuji funkci komplikovaného enzymatického systému
a jednak nevhodného nastaveni provoznich parametri (tzv. pietizeni) reaktoru. Dusitanové
ionty se pak objevuji ve vytoku ciSténé vody a zaroven miize byt v odplynu detekovan oxid
dusny®. Jednim z moznych vysvétleni hromadéni dusitanovych iontii v reakéni smési miize byt
prili§ vysokd koncentrace rozpusSténého kysliku. Enzym nitrdt reduktaza je ze Ctyt
denitrifika¢nich enzyma nejméné nachylny na pfitomnost kysliku. Miize tedy dojit k situaci,

kdy se v systému nachazi takova koncentrace kysliku, kterd jest¢ dovoluje plsobeni nitrat
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reduktazy a produkci dusitand, avSak kyslik svou pfitomnosti zabranuje dalSim redukcim
zprostiedkovanym zbylymi tiemi enzymy>®. Autotrofné denitrifikaéni pochody mohou byt
negativné ovlivnény také vysokymi koncentracemi vznikajicich sirant, a to pfi koncentracich
siran® vyssich nez 2 g/1*.

K nezndméjSim bakteridlnim druhtim, které maji denitrifikaéni vlastnosti, patii
Thiobacillus denitrificans a Thiomicrospira denitrificans. Tyto dva druhy patii do skupiny
chemolitoautotrofnich bakterii, coz znamena, ze jsou tyto organismy zcela odkazany na
anorganické latky — ty jsou pro n¢ jak redukcni ekvivalenty k metabolickym elektronovym
fetézcim, tak i zdroj uhliku. Naproti tomu stoji bakteridlni rody jako Paracoccus denitrificans,
které dokazou vyuzivat jako redukéni ekvivalent zarovef organicky i anorganicky substrat™,

2.2.3.3  Kombinovan heterotrofni a autotrofni denitrifikace

Nedavné vyzkumy ukézaly, Ze kombinace heterotrofni a autotrofni denitrifikace (HAD)
je pro odstranovani dusi¢nant z podzemnich vod nejucinnéjsi. Divodem je synergicky vztah
obou procesi>?6%-6!,

V HAD systému je k vytvofeni anaerobniho prostfedi ve vodé a k produkci vodiku
pouzito Zelezo ve form& Fe’. Prostfedi s nizkou koncentraci rozpusténého kysliku je pak
ptiznivé pro heterotrofni denitrifika¢ni organismy, které vyuzivaji organicky uhlik z celulozy
jako zdroj uhliku a jako donor elektronli pro degradaci dusi¢nant, pficemz produkuji COo.
Naproti tomu autotrofni organismy mohou takto vznikly CO2 pouZit jako zdroj uhliku a H> jako
elektronovy donor k redukci dusi¢nanii pti procesech autotrofni denitrifikace.

Ackoliv jsou vysledky HAD procest povzbudivé, stile se tento postup nepouziva
k sanaci dusicnanit in situ v podzemnich vodach. HAD proces kombinovany s pouzitim
celul6zovych materidlt a Fe® se viak jevi jako vhodny pro pouiti v propustnych reaktivnich
bariérach, nebot celulézové materialy a Fe’ se uz dlouhodobé& vyuZivaji pravé k sanacim
dusi¢nanti in situ>%>%,

Metody s vyuzitim propustnych reaktivnich bariér patii mezi slibné technologie diky
jejich relativni jednoduchosti a nizkym investicnim a provoznim nakladiim s efektivnéjSim
¢isténim podzemnich vod in situ. Nevyhodou je obtiznost ¥izeni t&chto procesti®.

V publikovanych laboratornich pracich tykajicich se HAD procesti se autofi zaméiovali

hlavné na studium uplatnéni riiznych darct elektrond, znedist'ujicich latek a bakterii®®6>,
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2.3 Bakterie Thiobacillus denitrificans

Bakterie 7. denitrificans maji z environmentalniho hlediska vysokou aplikacni
perspektivu. Mimo denitrifikacni schopnosti se v prvé fadé jedna o odstraiiovani sirnych
sloucenin, jako jsou sulfidy a sulfan zkyselych plynd, zemniho plynu, zodpadnich
primyslovych vod a podobné®®. Sublette a kol. testovali v devadesatych letech minulého stoleti
rovnéZz moznost vyuziti bakterii 7. denitrificans k anaerobnimu odstraiiovani sulfanu ze
zemniho plynu jak ve vsadkovém, tak v pritocném rezimu. Sulfan je pro tento organismus
inhibi¢nim substratem, nicméné pii nizSich koncentracich ho dovede 7. denitrificans vyuzit
jako energeticky zdroj a snizit tak jeho mnozstvi v zemnim plynu na minimum (ptiblizné
oxidace 4-5 mmol/l H2S.h™! vztaZzeno na g biomasy)®”-%*$%7 Dalsi tymy autorti (Mora a kol.,
Solcia a kol., Fajardo a kol.) vyuZily tyto bakterie k odstranéni sulfanu z bioplynu a ze vzduchu
¢i k simultdnnimu odstrafiovani sulfidii a dusi¢nani z takto kontaminovanych vod’!’>73.

Bakterialni kmen 7. denitrificans poprvé popsal nizozemsky botanik a mikrobiolog
Martinus Willem Beijerinck’®. Taxonomicky je bakterialni rod Thiobacillus fazen do tfidy
Proteobacteria, a konkrétné T. denitrificans do podttidy B-Proteobacteria’"®"’.

Jedna se o velice rozsifeny organismus, ktery se vyskytuje pfevazné v piidé, blaté, ve
sladkovodnich i motskych sedimentech, v domacich i v primyslovych ¢istirnach odpadnich
vod a v septicich. Velikou vyhodou je, Ze nepatii mezi patogenni ani toxické organismy’®.

Bakteridlni buiiky 7. denitrificans se dle Grama barvi negativné (Cerven¢), maji tvar
kratkych ty¢inek s rozméry 0,5 x 1,0-3,0 pum a mohou se pohybovat pomoci polarné umisténého
bigiku’®78,

Buiky T. denitrificans se rozmnozuji nepohlavné pomoci binarniho déleni a genom mayji
ve tvaru jednoho kruhového chromozomu - jde o haploidni organismus’®”. V genomu bylo
identifikovano celkem 2 827 gentl. Z tohoto celku 2 183 gend kdéduje proteiny s jiz zndmou
funkci (zejména se jedna o proteiny s podilem na energetickém metabolismu, tvorbé bunéénych
oball a transportu anorganickych iontid). Zbylych 644 gent kéduje proteiny, jejichz funkce
zatim neni znama’s.

KdyZ Martinus Willem Beijerinck poprvé pozoroval a popsal bakterie 7. denitrificans,
pravdépodobné se mu nepodatilo vyizolovat Cistou kulturu, nebot’ tento organismus ptifadil do
skupiny heterotrofnich bakterii, tedy bakterii schopnych vyuzivat organické latky. Pozdéji bylo
prokazano, ze se jednd o organismus, jehoz metabolismus je striktné chemolitoautotrofni
(vyuzivad pouze anorganické latky), fakultativné anaerobni a schopny denitrifikovat’®%°.

V ptirodé tyto metabolické pochody spojuji biogeochemické cykly dusiku a siry®!:82,
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T. denitrificans je schopen oxidovat (vyuZivat jako zdroj energie) sifi¢itan (SO3>),
thiosiran (S203%), elementarni siru (S%), sulfidy (S*, zejména ve formé& FeS») &i tetrathionan
(S40¢%) a thiokyanatan (SCN-) 6676838485 Tyto substraty mohou vyuzivat bakteridlni buriky
jak za aerobnich, tak anaerobnich podminek, pficemz dochazi k jejich oxidaci na siranové ionty
(SO4*)°776, Béhem oxida¢nich reakci se uvoliiuji elektrony, které reaguji bud’ s molekulami
volného kysliku (aerobni prostiedi) nebo s kyslikem vézanym ve formé dusi¢nani, dusitanti a
oxidi dusiku (anoxické prostiedi) 757,

Jiz n€kolik let jsou studovany enzymy 7. denitrificans zodpovédné za oxidaci siry a
jejich vybranych sloucenin a vztah téchto enzymil s aerobnimi a anaerobnimi podminkami
prostiedi, ve kterém bakterie ziji. Béhem aerobni oxidace siry a jejich anorganickych
redukovanych sloucenin hraji vyznamnou roli enzymy, které se ovSem nijak nezapojuji pfi
anaerobni oxidaci téchto slou¢enin®®-87-88,

Ptedpokladany model drah pro oxidaci siry a nékterych thiosloucenin i s katalyzujicimi
enzymy je znazornén na Obr. 1. V prvni draze dochazi k ptimé oxidaci vybranych thiosloucenin
na sirany. V druhé draze se thioslou€eniny oxiduji nejprve na sifi¢itany. Ty se dale oxiduji na
sirany dvéma enzymatickymi cestami - piimo nebo nepiimo ptes dal§i meziprodukt

adenylysulfat®!.

s neho f"l‘:”;:.

e

AMP

-

50,

+ APS reduktaza

Adenylylsulfit Sulfitdehydrogenasa

ATP sulfurylasa

PFi ATP

Obr. 1  Model enzymaticky katalyzovanych oxidacnich drah siry a dalsich vybranych

thiosloucenin u bakterie T. denitrificans®’

Energie vznikajici procesy pii oxidaci siry a vybranych thiosloucenin miize byt poté
vyuZita k asimilaci oxidu uhli¢itého ¢1 hydrogenuhli¢itanu sodného. Tyto latky mohou byt téz

vyuzity jako zdroj uhliku’®.

31



Oxid uhli¢ity je do organismu fixovan Calvinovym cyklem (Obr. 2) za pomoci enzymu
ribuloza-1,5-bisfosfat karboxylaza/oxygendza (RuBisCO) jak za aerobnich, tak 1 za
anaerobnich podminek®. Existuji dvé formy tohoto enzymu - RuBisCO I a II. Pokud se
bakterialni bunka pohybuje v aerobnim prostfedi, dochdzi k exprimaci gent kodujicich
RuBisCO I a naopak pfi anaerobnich podminkéach se exprimuji geny zodpovédné za syntézu
druhé formy enzymu RuBisCO II. Kazd4 z forem ma riznou afinitu ke kysliku a k oxidu
uhlicitému, ¢imz se mutize liSit ucinnost utilizace oxidu uhli¢itého pti aerobnich a anaerobnich
podminkéch®!.

Bakterialni bunky 7. denitrificans dale obsahuji bakteridlni enzymy redukujici
dusi¢nanové a dusitanové ionty, jejichz koncentrace 1 aktivita souvisi s koncentraci

rozpusténého kysliku v bakteridlnim prostiedi®’.

2-
CH,0PO;~  3CO,

CH,OH 3 ADP —0O
3ATP
—O 3 H——OH RuBisCO
H—r—OH H—yr—OH
3 2.
H——1—OH CH,0PO,
- ' -1.5-bi 5 COO
CH2 oP 032 Ribulosa-1,5-bisfosfat 6
Ribulosa-3-fosfat H OH
CH,OPO;
Organické latky D-3-fosfoglycerat
(glukosa, skrob,
bilkoviny...)
6 ATP
o H
N 2
O=—__0OPO;" 6 ADP
3 H OH

6 H OH

2-
CH,0PO4 2-
Glyceraldehyd-3-fostat '; : C H,OPO;
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Obr. 2  Zndzornéni Calvinova cyklu®

Tyto dva enzymy (nitrat reduktaza a nitrit reduktaza) jsou v bunkach 7. denitrificans
detekovatelné 1 za aerobnich podminek s nizkym obsahem rozpusténého kysliku, avSak jejich
koncentrace se vyrazn€ méni (zvysuje se) v anaerobnim prostfedi. Syntéza nitrat reduktazy je
podminéna pfitomnosti dusi¢nanovych iontli. Pokud je v anaerobnim prostiedi pouzit jako

termindlni akceptor elektronli v substratu pouze dusitan, nitrat reduktiza v bunikach zlstava
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v zanedbatelnych koncentracich. Jakmile maji bunky 7. denitrificans k dispozici kyslik,
nedochazi k redukci dusi¢nanovych iontll — aktivity enzymu nitrat reduktazy a nitrit reduktazy
jsou zanedbatelné v prostiedi, ve kterém je piitomen rozpustény kyslik v koncentracich nad 127
umol/l. Aktivita nitrat reduktazy se vyrazné¢ zvysuje, jakmile hodnoty koncentraci rozpusténého
kysliku klesnou pod 54 umol/l a nitrit reduktaza znacné zvysuje svou aktivitu pii koncentracich
rozpusténého kysliku do 91 pmol/l. Aktivita obou enzymi dosahuje maximalnich hodnot ve
zcela anoxickém prostiedi®®®’.

Diky své enzymatické vybave jsou bakterie 7. denitrificans schopny zit jak v aerobnim,
tak anaerobnim prostfedi a zaroven se vzdy pfizpusobit zméné prostiedi z aerobniho na
anaerobni a naopak, aniz by doglo k trvalé ztraté denitrifika¢nich vlastnosti®®57,

T. denitrificans roste na pevné pud¢ obsahujici thiosiran, tetrathionan, thiokyanatan
nebo elementarni siru (aerobn¢), anaerobné soucasné i s dusi¢nany a po sedmi az deseti dnech
tvoti drobné, &iré &i lehce opaleskujici kolonie, které mohou po ¢ase zbélet vlivem siry’®.
Aerobn¢ ani anaerobné neroste na pudé obsahujici organicky substrat jako zdroj uhliku, t;.
etanol, acetat, butyrat, laktat, sukcinat, glycerol, manitol, glukosa, fruktosa, alanin, glutamat,
kvasnice a autolyzat, bez ptitomnosti thiosiranu nebo elementarni siry. Aerobni podminky ristu
mohou byt navozeny 5% CO ve vzduchu a anaerobni 5% CO: v N2¥7. Mezi dal§i nezbytné
latky obsazené v zivném médiu patii chlorid amonny a Zelezo?®. Obecné je chlorid amonny
vyuzivéan jako zdroj dusiku pro bakteridlni buiiky. V nekterych ptipadech mize byt nahrazen
dusi¢nanovymi ionty’S.

Optimalni teplota pro riist a prosperitu téchto bakterii se pohybuje v rozmezi od 28 do
32 °C, pti¢emz optimalni hodnoty pH prostiedi jsou v rozmezi od 6,8 do 7,4. Hodnoty pH
b&hem kultivace vyrazné klesaji’®.

Ptfi aerobnich podminkach jsou limitujicim faktorem rlstu redukované anorganické
slouceniny siry, kdeZzto limitujicim ristovym faktorem za anaerobnich podminek jsou

dusi¢nany a dusitany 3347,

2.4 Odstranovani dusi¢nanti bakteriemi Thiobacillus denitrificans
Technologii odstrafiovani dusicnantt z vod s vyuzitim autotrofni denitrifikace se
zabyvala celda tada studii. Pfi testovani tohoto procesu byl pouzit bud’ samotny kmen
T. denitrificans, nebo se jednalo o konsorcium autotrofnich organismi, jehoz byl
T. denitrificans soucasti *>°'2. Vyhodou pouziti konsorcia organismt je beze sporu to, Ze

nasledné zatfizeni neni tak nachylné k budoucim kontaminacim, coZ znamend, Ze ndroky na
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aseptické podminky provozu nejsou tak vysoké. Oproti tomu pouziti jednoho kmene miize
vytvofit jednodussi systém z hlediska popisu a testovani moznosti optimalizace fizeni procesu.

Proménnym parametrem pii vyuziti autotrofni denitrifikace bakterii 7. denitrificans je
také pouziti riznych elektronovych donorti. Nejcasteji se vyuziva elementarni sira, thiosiran a
pyrit>® 3% 67929395 "ysechny tyto latky se ukazuji jako vhodné donory elektronti pro autotrofni
denitrifikaci bakterii 7. denitrificans. Pti pouziti pyritu jako elektronového donoru je tfeba
davat pozor na slozeni pouzité rudy, nebot’ muze dochazet k uvoliiovani nezadoucich stopovych
prvki (jako napiiklad Ni) do ¢isténé vody®*. Za zminku také stoji fakt, Ze elementarni sira, ktera
ma pevné skupenstvi a kterd je pouzita jako donor elektronti, skyta navic vyhodu v tom, Ze jeji
¢astice mohou tvofit napln reaktoru a ptimo se tak stat nosi¢em pro bakterialni buniky. Spolu se
sirou se v n€kterych ptipadech ptidava do reaktoru také vapenec kviili regulaci pH, jak jiz bylo
zminéno vyse. Nejcastdji se sira s vapencem davkuji do reaktordi v poméru 1:1 69496:97.100,

Autotrofni denitrifikace bakteriemi 7. denitrificans byla zhlediska technického
usporadani testovana jak ve vsadkovém, tak i v kontinudlnim prito¢ném rezimu.

Studium téchto procesi ve vsadkovém uspofddani probihalo v jednoduchych
vsaddkovych néplnovych reaktorech nebo v suspenznich reakénich nadobéach tvotfenych
Erlenmayerovymi banikami vybavenymi pfivodem zivin, U-trubici pro odvod plynii, nebo v
robustnich nddobach s michanym vnitinim obsahem, které¢ byly rovnéz opatfeny ptivody zivin
a odvody plynf 6-30:92:98.99

Pfi prato¢ném reZimu byla autotrofni denitrifikace sledovana v népliovych reaktorech,
reaktorech s pevnym loZzem, v reaktorech ve form¢ kontinuadln€ michanych nadrzi a v UASB

(Upflow Anaerobic Sludge Blanket) reaktorech®®-100-101.102,103

, 0znaCovanych téz jako anaerobni
reaktory s expandovanou vrstvou, ve kterych je kultivovéana sloZka pfitomna ve formé kalového
mraku kompaktnich ¢astic - granuli. Proces je zaloZen na pritoku odpadni vody pies fluidni
vrstvu granulatu (zde sira a vapenec) a nasledné separaci vyciSténé vody od granulatu a
vzniklého plynného podilu (zde dusik nebo oxidy dusiku). Odpadni voda je rovnomérné
rozdélovana natokovym systémem, ktery se nachdzi nade dnem reaktoru. Separator vycisténé
vody a granulatu je umistén v horni ¢asti reaktoru.

Aplikace technologie autotrofni denitrifikace bakteriemi 7. denitrificans byla testovana
s riznymi typy vod. V prvé fad¢ se jednalo o podzemni a povrchové vody kontaminované
dusi¢nany, které pochézeji ze zeméd¢€lské ¢innosti. Déle se jednalo o primyslové a komunalni
odpadni vody a v neposledni fadé také o pitné vody. Zde se predpoklada vyuziti vycisténé vody

spiSe pro zahradkarské kolonie ¢i mimoméstské oblasti s nizkym procentem zalidnéni.
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Spoleénym znakem vSech zpracovavanych vod je zvySeny obsah dusi¢nanii a nizky obsah
organickych latek?$:50:57.66.9899,104

Spolu s dusi¢nany jsou do reaktorti dodavany i dalsi latky nezbytné pro spravny rist a
mnozeni bakterialnich bunék. Bud’ se tyto latky uméle piidavaji do cisténé vody pred vstupem
do reaktoru, nebo jsou davkovany zvlast’ ptimo do reaktoru, anebo mohou byt jiz obsazené ve
vode, kterou chceme zbavit dusi¢nanti. Jedna se zejména o piitomnost fosforu, zdroje uhliku
(vapenec, hydrogenuhli¢itan apod.), zdroje dusiku (amoniak), stopovych prvka atd.
Koncentrace piidavanych latek je zdvisla na sloZzeni pouzitého mikrobialniho konsorcia a
konkrétnim sloZeni upravované vody proudici denitrifikaénimi reaktory>®°.

Ukazuje se naptiklad, Ze koncentrace dusitanového dusiku v rozmezi 36 az 60 mg.l!
(tj. 118-197 mg.l"! dusitanl) a koncentrace dusi¢nanového dusiku nad 660 mg.l! (tedy
2,9 g.I'! dusi¢nanii) mohou zptisobovat inhibici autotrofni denitrifikace p¥i vyuZiti siry jako
donoru elektron**>®. Fajardo a kol. pozorovali vy3§i uéinnost autotrofni denitrifikace se
sulfidem jako donorem elektronti pii 35 °C, neZ pii dalsich testovanych teplotach (25 a 30 °C)°.
Jiné studie uvadéji inhibi¢ni u€inek sulfidii pti redukci oxidu dusného na plynny dusik (posledni
krok denitrifikace)!%>!%, Vysoka Groven tvrdosti vody a existence sulfidfi v odtoku ze zafizeni
také mohou byt omezujicimi faktory pfi denitrifikaci dusi¢nant pomoci siry a vapence, nebot’
se muze vytvaret srazenina sulfidu vapenatého na povrchu siry. Rovnéz byl studovan vliv
pfitomnosti riiznych biogennich prvkii a dalSich sloufenin na pribéh autotrofniho
denitrifika¢niho procesu®®®s. Autofi (Straub a kol.) studovali schopnost autotrofni redukce

dusi¢nanfi v pifitomnosti Zeleza'?’

. Ukazali, ze Cisté kultury bakterii redukujicich dusi¢nany
mohou rlst v anaerobnich podminkéch se Zelezem jako jedinym donorem elektrontl nebo jako
¢len smési darci elektrond. Vliv pomérdt C/N a S/N na denitrifikacni proces studovali
autori®!%8,

Konkrétni piiklady pouziti autotrofni denitrifikace za pfitomnosti bakterii
T. denitrificans (at’ uz samostatn¢ ¢i jako soucast skupiny mikroorganismi), kde je jako
elektronovy donor vyuzitd elementdrni sira nebo jeji smés s vapencem, jsou shrnuty

v nasledujici tabulce (Tab. 4) Data jsou upravena a doplnéna dle literatury®%-1%.
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Tab. 4  Autotrofni denitrifikace bakteriemi T. denitrificans

—| 8 = -1 £ £ s
— | 2 = =1 g IS 'S
Napln S| & . g 2| X = = )
Typ vody Typ reaktoru P - ® E E S|l <8E 3 s = Zdroj
reaktoru s = — <z S 57 et bt =
- 3 1 S E X = N =t
S 30 7 < 0 O o — )
- @ R o - Z ) Dk N
w = Z =Q o <R = - o=
r2z| =24E | R= OE=E | a2 ~
odpadni voda s vsadkovy michany | S 100,0 9,36 - 40,08 | ~0,00 0,25 - - Koenig, Liu %2
vysokym obsahem soli
odpadni voda s pruto¢ny napliiovy | S/CaCOs 250,0 17,5 <6,25 - - - Gu et al.!!?
vysokym obsahem soli
odpadni voda s pruto¢ny napliovy | S 56,5 28,4 <14l - 8,4 12,0 Zhao et al.'!!
vysokym obsahem soli
odpadni voda s prittoény michany | S 44,0 1,2 <44 - 21,5 792,7-901,6 | Zhao et al. !!!
vysokym obsahem soli
podzemni voda reaktivni bariéra | S/CaCO3(3:1) | 40,0260,0 | 0,12 ~0,00 - 7,0 1,0 Moon et al.**
podzemni voda pritto¢ny naplitovy | S/CaCOs (1:1) | 101,6 12,5 ~0,00 0,40 5.5 0,22 Sierra at al.”®
uméle pfipravena vsadkovy michany | S/CaCOs (1:1) | 59,8 2,0 ~0,00 0,13 - - Moon et al.”’
podzemni voda
uméle pfipravena pruto¢ny napliovy | S 149,1 0,1 ~0,00 9,12 8,4 19,0 —40,9 Koenig, Liu®?
odpadni voda
uméle pfipravena vsadkovy S/CaCOs 108,4 8,8az46,8 | ~0,00 0,25 - - Liu, Koenig®
odpadni voda nemichany
uméle pfipravena pruto¢ny napliovy | S/CaCOs (4:1) | 59,8 20,8 <30,00 11,61 8,6 11,33 Koenig, Liu!%
odpadni voda
uméle pfipravena prito¢ny S 1490,5 62,5 < 150,00 | 0,90 10,0 0,235-0,628 | Sanchez et
odpadni voda UASB al.!%

36




3 CILE DISERTACNI PRACE

Cilem experimentalniho studia bude otestovat a stanovit technologické limity pro
odstranovani dusi¢nanti z modelové ptipravenych odpadnich vod chudych na organické latky
s obsahem dusi¢nant do 100 mg.l"!, a to procesem autotrofni denitrifikace bakteriemi T.
denitrificans.

Série experimentii budou rozdéleny do dvou Casti. V prvni ¢asti bude pozornost
vénovana vsadkovym reaktorim, kde bude jako nosi¢ pro bakteridlni builky pouzita
elementarni sira smichanéd s vapencem ve hmotnostnim poméru 1:1. Sira bude vyuzita jako
elektronovy donor a vépenec kregulaci pH. Diraz bude kladen na popis prubéhu
denitrifikacnich procesi a jejich ovlivnéni vybranymi faktory jako je teplota, velikost pouzité
frakce siry a vapence, michani a pridavek fosforu a trojmocného zeleza v rtiznych
koncentracich do reakéni smési. Ziskané poznatky budou dale aplikovany pfi nasledujicich
pritocnych experimentech.

Ve druhé c¢asti experimentdlni prace bude pozornost zaméfena na experimenty
v prutocné kolon¢, kde bude jako napli pouzita pouze elementarni sira, kterd bude mit opét
funkci elektronového donoru a nosi¢e bakteridlnich bunck. Vysledky budou kriticky
zhodnoceny vcetn€ moznosti pouZziti pro redlné vody znecisténé dusi¢nany.

Jako denitrifikacni organismus bude pro potieby vSech experimentli pouzita
monokultura bakterii 7. denitrificans (DSM No. 12475) ziskand z Némecké sbirky

mikroorganismi a buné¢énych struktur.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Ptehled pouzitych chemikalii je uveden v Tab. 5. Zaroven je zde uveden jejich dodavatel

a Cistota. Ve vétsin€ ptipadu se jednalo o latky s Cistotou p.a.

Tab. 5 Seznam pouzitych chemikalii

Nazev Vzorec Dodavatel Cistota
4-aminobenzen-sulfonamid CeHgN202S Lach-Ner. s.r.o0. 98 %
Demineralizovana voda H>O UPa Y(;) fgii;:
Dihydrat citronanu trisodného CsHsNa3;O7 . 2H20 Penta p.a.
Dihydrat dichlori,sokyanuratanu C3CIN3Os3Na . 2H>O Acros organics 98 %
sodného
Dihydrat molybdenanu sodného NaMoOs . 2H,0 Lach-Ner. s.r.o. p.a.
Dihydrogenfost’breénan KH2POq4 Lach-Ner. s.r.o. p.a.
draselny
Dihydrogenfosfore¢nan sodny NaH2POq4 Lach-Ner. s.r.o. p.a.
Dusi¢nan draselny KNO:3 Penta p.a.
Dusi¢nan sodny NaNOs Lach-Ner. s.r.o. 99 %
Dusitan sodny NaNO» Lach-Ner. s.r.o. 99 %
Heptahydrat siranu hote¢natého MgSO4 . TH2O Lachema p. a.
Hydrogenfosfore¢nan sodny NaxHPO4 Lach-Ner. s.r.o. 99 %
Hydrogenuhli¢itan draselny KHCO:3 Penta p. a.
Hydrogenuhli¢itan sodny NaHCOs3 Penta p. a.
Hydroxid sodny NaOH Penta p. a.
Chlorid sodny NaCl Penta p. a.
Chlorid véapenaty CaCl Lach-Ner. s.r.o. p. a.
Chlorid Zelezity FeCl3 Penta p. a.
Kyselina askorbova CsHsOg Lach-Ner. s.r.o. p.-a
Kyselina fosfore¢na H3POg4 Lach-Ner. s.r.o. p. a.
Kyselina sirova H2S04 Lach-Ner. s.r.o. p. a.
N-(l-naf'tyl)-l,2-diaminoethan Ci1oH7NHCH,CH2NH; . Lach-Ner. s.r.o. p.a.
dihydrochloridu 2HCI
Pentakyanonitro§ ylzelezitan Naz[Fe(CN)sNO] Lach-Ner. s.r.o. p- a.
sodny
Salicylan sodny HOCsH4COONa Penta p. a.
Sira S Synthesia, a.s. 99 %
Siran amonny (NH4)2S04 Lachema p. a.
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Nazev Vzorec Dodavatel Cistota
Siran manganaty MnSOg4 Penta p. a.
Thiosiran sodny NaxS>03 Lachema p. a.
Vinan antimonylodraselny K(SbO)C4H404 . 2H20 | Lach-Ner. s.r.o. p. a.
Uhlicitan vapenaty CaCOs3 Lachema p. a.

4.2 Pracovni postupy
4.2.1 Kultivace mikroorganismu
Pro vSechny experimenty popsané v této praci byl pouzit sbirkovy kmen Thiobacillus
denitrificans s ozna¢enim DSM 12475, ktery byl zakoupen z Némecké sbirky mikroorganismu
a bunéénych struktur (Leibniz Institute DSMZ, SRN). Dodana kultura (v tekutém zivném
médiu) byla ndsledné kultivovana dle doporuc¢enych podminek pii 33 °C anaerobné (s vyuzitim

adsorbért kysliku) v tekutém médiu (za stalého michani pfi 150 rpm) i na pevné pudé.

Tab. 6  Slozeni tekutého média S6 pro ruist T. denitrificans

Sloucenina c [g/]
NazS203 10,0
KH2PO4 11,8

Na;HPOq4 1,2
MgS04.7H,0 0,1
(NH4)2S04 0,1
CaCl 0,03
FeCls 0,02
MnSO4 0,02

Jako tekuté médium pro rist 7. denitrificans bylo pouzito médium oznacované jako S6
médium”. SloZeni tohoto média je uvedeno v Tab. 6. Po navaZeni a rozpousténi vSech slozek
v demineralizované vodé bylo médium autokldvovano 15 minut pii 121 °C. Kultivace
T. denitrificans probihala nejprve ve sklenénych zkumavkach o objemu 10 ml, kam byl
odpipetovan 1 ml sterilniho S6 média, ke kterému bylo pfidano 100 pl zasobni bakteridlni
suspenze 1. denitrificans. Kazdy den bylo do zkumavky pfidano Cerstvé sterilni zivné médium
S6 o objemu 1 ml. Jakmile bylo dosaZeno celkového objemu kultivované suspenze 10 ml, dalsi

kultivace probihala v 250ml Erlenmayerové baiice, pti¢emz bylo kazdych 7 dni ptidano Cerstvé
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médium. Rovnéz byl kazdy tyden méten zakal bakterialni suspenze jako diikaz mnozeni bunék.
Celkovy cas kultivace zasobni kultury pro vsadkové experimenty byl 28 dni.

Pevné médium pro riist 7. denitrificans (oznaované jako S8 médium”’) bylo piipraveno
ze sloucenin uvedenych v Tab. 7. Po navazeni a rozpusténi vSech slozek v demineralizované
vod¢, bylo médium autoklavovéano po dobu 15 minut pifi 121 °C a rozlito na sterilni plastové
Petriho misky o priméru 10 cm. Bakterie 7. denitrificans byly na této pude kultivovany
piiblizn¢ 10 dni pti 33 °C, ptficemz pouzité Petriho misky byly po celou dobu riustu bakterii
prelepeny parafilmem, aby bylo zabranéno piiliSnému vysychani média a snizilo se riziko

kontaminace.

Tab. 7  SlozZeni pevného média S8 pro riist T. denitrificans

Sloucenina c [g/1]
NazS203 10,0
KH>PO4 1,8

Na;HPO4 1,2
MgS04.7H,0 0,1
(NH4)2S04 0,1
CaCl 0,03
FeCls 0,02
MnSO4 0,02
NaHCO; 0,5
KNO3 5,0
Agar 15,0

K rychlému ovétovani nepiitomnosti kontaminujicich organismu byly pfipraveny dalsi
dvé pevné zivné pudy. Jednalo se o univerzdlni Zivnou plidu s oznacenim MPA
(masopeptonovy agar) ke kultivaci méné naro€nych organismil a R-2A pevnou plidu uréenou
pro mikroorganismy rostouci v pitné vode¢.

Pevna piida R-2A byla pfipravena navdZenim a rozpuSténim 18,12 g komercné
dodévané dehydratované smési (R-2A Agar, HiMedia, Indie) do 1 1 demineralizované vody.
Smés byla autoklavovana 15 minut pii 121 °C a po zchladnuti rozlita na sterilnich plastove

Petriho misky.
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Masopeptonovy agar byl ptipraven smichanim chloridu sodného s vodou a dalSimi
komer¢né dodavanymi dehydratovanymi piipravky, které byly rovnéz zakoupeny u firmy
HiMedia. Slozeni a navazky jsou uvedeny v Tab. 8. Po navaZzeni vSech komponent a jejich
rozpusténi v demineralizované vodé (pH roztoku 7,2) byla smés autokldvovdna po dobu
15 minut pii 121 °C a po zchladnuti rozlita na sterilni plastové Petriho misky.

Kultivace na téchto dvou ptidach probihala pfi laboratorni teploté a zdroveil v termostatu
pii 37 °C po dobu 7 dni, pticemz byl nartst mikroorganismti na miskach kontrolovéan i1 béhem

kultivace, a to po 24, 48 a 72 hodinach.

Tab. 8 Slozeni masopeptonového agaru

Sloucenina c [g/]
Masovy extrakt 10
Pepton 5
NaCl 5
Agar 15

4.2.2 Vsadkové experimenty

Pro v§echny experimenty ve vsadkovém rezimu byly pouzity jako reakéni nadoby lahve
z ¢irého borosilikatového skla o objemu mirné presahujicim 1 1 se Sroubovacim uzévérem a
polypropylenovym vickem sterilizovatelné do 140 °C. Byla pouzita vicka s otvorem pro vloZeni
silikonového septa (Fisher Scientific, spol. s r.0.). Experimenty slouZily ke sledovani riznych
vlivil na redukei dusi¢nanovych a dusitanovych iontd bakteriemi 7. denitrificans.

Jako nosi¢ bakteridlnich bunék a zaroven jako donor elektronli pro pochody bakterii
T. denitrificans v reaktorech byla pouZita kusova sira, kterd byla ziskana od spolec¢nosti
Synthesia, a. s., kde je vyuZivana jako surovina pro vyrobu kyseliny sirové. Pfed vlastnimi
experimenty byla rozdrcena na pozadovanou velikost. V prvni ¢asti vsadkovych experimentt
byla pouzita frakce o velikosti ¢astic 2,5 - 5,0 mm (stfedni velikost ¢astic 3,54 mm) a navazka
¢inila 50, 100 nebo 200 g siry v reakéni nadobé. Jednotlivé navazky jsou uvedeny v Tab. 9. Ve
druhé¢ casti experimentli v reakcnich nddobach byla pouzita nadrcend sira na prasek s velikosti
frakce 140 - 200 pm (stfedni velikost ¢astic 167 um). V téchto nddobéch byla navazka urcena
tak, aby povrch Castic siry korespondoval s povrchem castic v nadobach se sirou s vétsi

velikosti frakce. Navazky byly vypocteny ze vztahu:
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kde V; je relativni objem ve tfid¢ i s primérem ve tfidé d; a p je hustota Castic. Vypocitané
navazky praskové siry jsou uvedeny v Tab. 10.

Rovnéz byl do reakénich nadob ptidavan kusovy vapenec kvili regulaci pH. Pomér
hmotnosti ddvkované siry a vapence do vSech experimentalnich nadob byl vzdy 1:1. Tam, kde
byla pouzita v reakéni nadobé frakce siry s veétSi velikosti Castic, byl davkovan vapenec
s rozméry 3,0 - 4,0 mm (stfedni velikost ¢astic 3,46 mm). V ostatnich experimentech s mensi
velikosti frakce siry byl pouzit vapenec s velikosti ¢astic 2 um. Vse je shrnuto nize v Tab. 9 a
Tab. 10. Kazda reak¢éni nadoba dale obsahovala 1 | sterilniho roztoku dusi¢nanu sodného o
koncentraci 100 mg.l' NOs™ rozpusténého bud’ v demineralizované nebo pitné vodé
z vodovodniho fadu a 1 ml bakteridlni suspenze 7. denitrificans v tekutém médiu S6 s optickou

denzitou 0,17 McFarlandovy stupnice.

Tab. 9 Slozeni reakcnich smési s frakci pouzité siry o stiedni velikosti ¢astic 3,54 mm

a vapence o stredni velikosti c¢astic 3,46 mm (1. série experimentii)

Oznadeni S (g) CaCOs3 (g) P (mgl?!) | Fe(mg.l?')
Kla 50 50 - -
Kl1b 50 50 - -
K2a 100 100 - -
K2b 100 100 - -
K3 200 200 - -

P1 50 50 0,5 -
P2 50 50 1,0 -
P3 50 50 1,5 -
P4 50 50 2,0 -
P5 50 50 3,0 -
P6 100 100 0,5 -
P7 100 100 1,0 -
P8 100 100 1,5 -
P9 200 200 1,0 -
Fel 100 100 - 0,05
Fe2 100 100 - 0,1
Fe3 100 100 - 0,5
Fe4 100 100 - 1,0
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Dal$imi pfidavanymi slozkami do reak¢nich nadob byly slouceniny NaH>PO4 a FeCls.
Byl zkouman vliv koncentrace téchto aditiv na pribeh a rychlost redukce dusi¢nanovych a
dusitanovych iontl. Pouzité koncentrace fosforu a Zeleza jsou uvedeny v Tab. 9 a 10.

Ptiprava prvni série vsadkovych experimentii, u nichz byla pouzita sira a vapenec s vétsi
velikosti ¢astic (frakce 2,5 — 5,0 mm, stfedni velikost ¢astic 3,54 mm), probihala tak, ze po
navazeni siry a vapence do reak¢nich nadob bylo vSe zalito 1 1 sterilniho roztoku dusi¢nanu
sodného (pripraven¢ho z demineralizované vody; autoklavovaného 15 min pii 121 °C a
ochlazeného na laboratorni teplotu; koncentrace 100 mg.1"! dusi¢nanovych ionttl), uzavieno
plastovym vi¢kem se septem a ponechéno sterilizovat horkym vzduchem 48 hodin pti 90 °C.
Po vychladnuti na laboratorni teplotu bylo do kazdé reak¢éni nddoby ptidano po 1 ml bakteridlni
suspenze s 1. denitrificans a ptipadné dalsi roztoky obsahujici NaH2PO4 nebo FeCls. Pokud
byly do reakénich nadob pitidavany dalsi latky, vzdy se jednalo o sterilni roztoky autoklavované
15 min pfi 121 °C. Celkové slozeni reakénich smési pfipravenych v prvni sérii experimentil je

shrnuto v Tab. 9.

Tab. 10 SloZeni reakcnich smési s frakci pouzité siry o stredni velikosti castic 167 um
a vdpence o stiedni velikosti castic 2 um (2. série experimentit). Zde K = pitna

voda z radu, D = demineralizovana voda.

Oznaceni S[g] |CaCOs|g] Voda Tiep. [150rpm] T [°C]
K4 100 100 K ano 22
K5 2,23 2,23 D ano 22
K6 4,46 4,46 D ano 22
K7 8,92 8,92 D ano 22
K8 2,23 2,23 K - 22
K9 4,46 4,46 K - 22
K10 8,92 8,92 K - 22
K11 2,23 2,23 K ano 22
K12 4,46 4,46 K ano 22
K13 8,92 8,92 K ano 22
K14 2,23 2,23 K - 33
K15 4,46 4,46 K - 33
K16 8,92 8,92 K - 33
K17 2,23 2,23 K ano 33
K18 4,46 4,46 K ano 33
K19 8,92 8,92 K ano 33
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Ve druhé¢ sérii vsadkovych experimentl byl postup ptipravy reakéni smési odlisny. Do
sterilnich sklenénych lahvi byla navézena sira s vapencem, vse bylo uzavieno vickem se septem
a nechano sterilizovat horkym vzduchem 48 hodin pfi teploté 90 °C. Do prvni reakéni nddoby
této série byla pouzita sira s vapencem s vétsi velikosti Castic (frakee 2,5 — 5,0 mm) a do vSech
ostatnich sira s vdpencem s mensi velikosti ¢astic (frakce 140 - 200 um). Po vychladnuti na
laboratorni teplotu bylo do kazdé reakéni nadoby ptidano 9 ml sterilniho roztoku dusi¢nanu
sodného (autoklavovaného 15 min pii 121 °C, koncentrace 100 mg.I"! dusiénanovych iontt,
piiprava jak z demineralizované — oznaceni D, tak i z pitné vody z fadu — oznaceni K, viz
Tab. 10) a 1 ml bakteridlni suspenze T. denitrificans. Takto piedpfipravené reakéni smési byly
ttepany (150 rpm) po dobu 3 dni. Poté bylo do vSech nadob ptidano 90 ml sterilniho roztoku
dusi¢nanu sodného (koncentrace 100 mg.I! dusi¢nanovych iontd) a opét 1 ml bakterialni
suspenze T. denitrificans. Po dalSich tfech dnech tfepani bylo do reakénich nadob ptidano
dalsich 900 ml sterilniho roztoku dusi¢nanu sodného, obsah byl promichan a byly odebrany
vzorky pottebné ke vstupnim analyzam. Celkovy obsah reakénich nadob ptipravenych ve druhé
sérii experimentl je shrnut v Tab. 10. Reakéni nadoby, které¢ maji v Tab. 10 ve sloupci pro
ttepani pifi 150 rpm uvedeny vyraz ,,ano“, byly tfepany po celou dobu probihajicich
experimentl. Jednalo se o rekéni nddoby oznacené K4 az K7, K11 az K13 a K17 az K19.

Pfipravené experimentalni smési slouzily ke studiu faktord, jako je teplota (konkrétné
laboratorni teplota 22 °C a teplota 33°C, coz odpovidd horni mezi optimalni teploty pro rist
T. denitrificans), velikost pouzité frakce, michani (pfi 150 rpm béhem celého experimentu a

pridavek fosforu a troyjmocného Zeleza v riznych koncentracich.

4.2.3 Experimenty v pritocné koloné

Pro experimenty v prito¢ném rezimu byla pouzita kolona vyrobena z plexiskla. Jednalo
se o trubku o priméru 150/140 mm, opatienou piirubami, s ¢innou délkou kolony 670 mm a
s volnym objemem 10,3 1. Prito¢ny prifez kolony byl 153,9 cm?. Piiruby byly tésnény
o-krouzky, pfi¢emz ptiruba na valcové Casti (tloustka 25 mm) byla pfivafena svarecim PVC
dratem. Spodni a vrchni pfiruba s draZkami pro o-krouzek byly z materidlu tloustky 15 mm.
Ptiruby byly spojeny vzdy 8 Srouby (M10) na vrchni 1 spodni stran€. Na spodni ptirubé, uvnitt
kolony, bylo umisténo na kratkych nozickach (vyska 20 mm) sito se 4mm oky, které plnilo

funkci nosice granulatu. Detail dna kolony je zobrazen na Obr. 3.
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Obr. 3 Detail dna kolony

w

Obr. 4 Technologické schéma priitocné kolony

Prichodky v ptirubach pro piivod kapaliny, zakoncené olivkami, byly zhotoveny z
obrobenych nerezovych Sroubti M12. Davkovani do kolony bylo spodem, ptfepad vrchem.
Navic byla ve vrchni ¢asti kolony odvzdusnovana hadi¢kou pfipojenou na sklenénou
promyvacku s demineralizovanou vodou. V blizkosti kolony byl umistén plastovy zasobnik

(o objemu 50 1) s davkovanym roztokem do kolony. Doprava kapaliny do kolony byla zajisténa
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davkovacim membranovym Cerpadlem (EMEC KCL Plus, I). Technologické schéma priitoéné

kolony je uvedeno na Obr. 4, pficemz legendu znézoriuje Tab. 11.

Tab. 11 Popis technologického schématu priitocné kolony

Cislo | Oznadeni

1 Ptivod roztoku zivin ¢erpadlem ze zasobniku

Kolona obsahujici pevny nosi¢ bakterii

Vypust

Ptepad roztoku proslého kolonou

Odvzdusnéni

Horni pfiruba

Spodni ptiruba
Sito

0| Q| N || B WD

Do kolony byla vloZena napli obsahujici sypanou drcenou siru (velikost frakce 5,0 az
8,0 mm) a bakterie 7. denitrificans. Pro pratocné experimenty byl pouzit stejny sbirkovy kmen
T. denitrificans (DSM 12475, Némecka sbirka mikroorganismi bunéénych kultur - Leibniz
Institute DSMZ, SRN), jako tomu bylo v ptipadé vsadkového usporadéni testi. Dodana kultura
byla kultivovana v tekutém médiu postupem popsanym v kapitole 1.6.1. Po 28 dnech kultivace
a pti dostate¢ném mnozstvi bakterialni suspenze byla do Erlenmayerovy batiky piidana drcené
sira (autokldvovana 15 minut pfi 121 °C) spolu s €erstvym zivaym médiem (médium S6,
sloZeni viz Tab. 6) a tato smés byla ponechana ke kultivaci dle doporucenych podminek pfi
33 °C, anaerobné¢ (s vyuzitim adsorbérti kysliku) a za stalého michani (pfi 150 rpm). Kazdych
7 dni byla tekuta ¢ast smési od¢erpana a k sife byla nasledné ptidana dalsi drcena sira, Cerstva
bakterialni suspenze a Cerstvy zivny roztok S6, aZ bylo napéstovano dostate¢né mnoZstvi
bakterii se sirou potfebné pro naplnéni priito¢né kolony.

Kolona byla naplnéna sirou s bateriemi 7. denitrificans do vyse 582 mm (objem pevné
naplné byl 9 1) a ndpln byla zalita Cerstvym Zivnym roztokem S6 na 7 dni. Poté byl zahajen
experimentalni provoz kolony tak, Ze byl do kolony €erpan pracovni roztok, ¢imz byl piivodni
Zivny roztok postupné vymyvan.

Experimenty v kolon¢ byly provozovany po dobu celkem 428 dni, pficemz byl do
kolony davkovéan pracovni roztok obsahujici dusi¢nan sodny, hydrogenfosfore¢nan sodny
(koncentrace 1 mg.l' P-POs* po celou dobu experimentu), hydrogenuhli¢itan sodny a
hydrogenuhli¢itan draselny. Koncentrace sloZek pracovniho roztoku a rychlosti jeho davkovani

do kolony jsou uvedeny v Tab. 12. Prvnich 100 dni experimentu byl pracovni roztok
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pfipravovan z demineralizované vody. Posléze byl (az do ukonceni provozu kolony) pracovni

roztok pfipravovan z pitné vody z vodovodniho fadu Univerzity Pardubice.

Tab. 12 Koncentrace slozek pracovniho roztoku a rychlost jeho davkovani do priitocné

kolony
Dny cNO?* Prﬁt?lf P-PO4+* | ¢cNaHCO3 | cKHCOs3
[mgl!] | [mlmin] | [mg.l"] [mgl'] | [mg.l']
0-20 50 23,6 1,0 50 -
21-97 25 19,3 1,0 50 -
98 - 150 15 7,0 1,0 50 -
151 - 255 25 8,5 1,0 50 -
256 - 428 30 9,9 1,0 - 50

Béhem provozu modulu byly pribézné odebirany vzorky na vstupu i vystupu z kolony.
Ve vstupnich vzorcich pracovniho roztoku byl pravidelné stanovovan obsah dusi¢nant a
fosforu (dvakrat tydné€). Ve vzorcich na vystupu zkolony byl ve stejnych intervalech
stanovovan obsah dusi¢nant, dusitant, sirani, fosforu, rozpusténého kysliku, pH a
oxidac¢né-redukéniho potencidlu (ORP). Zarovenn byl dopocitdvan obsah celkového dusiku

souctem dusi¢nanového a dusitanového dusiku.

4.3 Analytické metody

Na pocatku a v prubéhu vsech experimentt (obvykle kazdych 7 dni) byly odebirany
vzorky kapalné reakéni smési. Odbér byl realizovan sterilni injek¢ni stiikackou se sterilni
12 cm dlouhou jehlou, aniz by dochézelo k otevieni reak¢nich nadob.

V odebranych vzorcich byl nasledné stanoven obsah dusi¢nanovych, dusitanovych a
v nékterych ptipadech i1 fosfore¢nanovych a siranovych ionti. Dale bylo stanovovano pH, ORP
a koncentrace rozpusténého kysliku. Experimenty byly sledovany az do okamziku, kdy byly
koncentrace dusi¢nanil a dusitant ve stanovovanych vzorcich snizeny na hodnoty blizké nule.

Ovéfovani pfitomnosti bakterii 7. denitrificans a nepfitomnosti mozZnych
kontaminujicich mikroorganismi bylo provedeno vzdy na zacatku, v pribéhu a na konci

kazdého jednotlivého experimentu pomoci kultivacnich a molekularné biologickych technik.

4.3.1 Meéfeni zékalu bakterialni suspenze
Pti kultivaci bakterii 7. denitrificans v tekutém médiu byl pribézné¢ métfen zakal

suspenze pro overeni ristu bakteridlnich bunék uvnitt Zivného roztoku. Vzorek bakteridlni
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suspenze o objemu 2 ml byl odlit do plastové zkumavky a zméfen v denzitometru DEN-1B
(BioSan, LotyS$sko) pii vinové délce 565 nm s udanymi vysledky v jednotkach McFarlandovy

zakalové stupnice.

4.3.2 Identifikace bakterii 7. denitrificans

K potvrzeni piitomnosti bakterii 7. denitrificans byly vyuzity molekularné biologické
metody. Méteni byla provedena na Univerzité Tomase Bati ve Zlin€é. K tomuto ucelu byla
vyuzita metoda umoznujici separaci DNA fragmentii na zaklad¢ jejich mobility v prostiedi se
vzrustajicim denaturaénim gradientem - elektroforéza v gradientovém denaturacnim gelu.

Nejprve byla izolovana DNA pomoci PowerSoil Kitu (Mobio) a poté byly provedeny 2
po sob¢ nasledujici polymerazové fetézové reakce (PCR, z ang. polymerase chain reaction) s
primery FD1, RD1 a 341F GC, 907R. Primer 341F GC obsahoval tzv. GC svorku. GC svorka
je usek nukleové kyseliny bohaty na GC pary (pary guanin-cytosin), které zabranuji denaturaci
DNA a udrzi ji tak v polyakrylamidovém gelu!'3. Po skon&eni PCR reakce byla provedena
kontrola amplifikované DNA pomoci elektroforézy v agarosovém gelu. DNA byla oznacena
ethidium bromidem (ETB) a vizualizovana pomoci UV zifeni.

Nasledné byla proveden denaturace, tedy rozruSeni sekundarni a tercidlni struktury
nukleovych kyselin. Pfi vystaveni nukleovych kyselin extrémnim podminkdm (napiiklad
vysoké teploté, extrémnimu pH nebo pfitomnosti denatura¢niho ¢inidla) dochazi k odd¢€leni
vodikovych mustkl ve dvoufetézcové DNA (dsDNA); fetézce jsou od sebe oddéleny a vytvari
se dvé samostatna vlakna jednoretézcové DNA (ssDNA)!''>. DNA fragmenty, které jsou bohatsi
na obsah guaninu a cytosinu, jsou stabilnéj$i nez fragmenty, které obsahuji spiSe adenin a
thymin, a denaturuji az po dosaZeni vyssi koncentrace denaturacniho €inidla. Vznikld smés
dsDNA fragmentti riznych sekvenci je rozd€lena pomoci elektroforézy v akrylamidovém gelu
s linearn¢ vzrastajicim gradientem denaturacnich ¢inidel. V akrylamidovém gelu se Iépe
pohybuji dvoutetézcové DNA fragmenty, zatimco u denaturovanych ssDNA molekul dochazi
ke zpomaleni nebo Uplnému zastaveni. DNA je tedy v gelu rozdé€lena na zéklad¢ obsahu bazi
do tzv. bandi.

Denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza byla provedena s gradientem
denaturaénich c¢inidel 30-70 %. Tento gradient poskytoval nejlepsi vysledky z testovanych
gradientll (napt. gradienty 40-60, 40-80 %). Jako denaturacni ¢inidla byly pouzity urea a
formamid a k polymeraci byl pouzit tetrametyletylendiamin (TEMED) a peroxodisiran amonny
(APS). Pti samotné¢ elektroforéze bylo vloZeno napéti 90 V a elektroforéza probihala po dobu
16,5 hodin pfti 60 °C.
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Nésledné byla DNA opét amplifikovdna pomoci PCR a purifikovana. DNA obsazena
v ptislusnych bandech byla vyfiznuta, amplifikovana pomoci primert 341F bez GC svorky a
907R a purifikovana kitem Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid).

Nakonec byly piipraveny sekvenacni smési, které byly zaslany na sekvenaci do firmy
SEQme s.r.0. Vysledné sekvence byly upraveny pomoci programu DNA Baser a Finch TV.
Vysledky byly vyhodnoceny pomoci databaze BLAST (National Library of Medicine).

4.3.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace dusi¢nanovych iontt

Koncentrace dusi¢nanovych iontd v reakéni smési byla ur€ovana pomoci piimého
spektrofotometrického stanoveni s kyselinou salicylovou. Jedna se o normovanou metodu CSN
ISO 7890-3 (75 7453) z roku 1994. V odpatovaci porcelanové misce bylo do vzorku nebo do
kalibra¢niho roztoku o objemu 10 ml s obsahem dusi¢nanovych iontd do 25 mg.1"! ptfiddno
200 pl 30% roztoku hydroxidu sodného pro zalkalizovani a 1 ml 5% roztoku salicylanu
sodného. Tato smés byla odpatena na vodni l4zni do sucha a po zchladnuti misky na laboratorni
teplotu byl cely odparek ovlhéen 1 ml koncentrované kyseliny sirové. Po desetiminutovém
pusobeni kyseliny sirové bylo do misky pfidano 20 ml demineralizované vody a 7 ml 30%
hydroxidu sodného. Cela smés pak byla promichana a po zchladnuti na laboratorni teplotu
kvantitativné pievedena a doplnéna demineralizovanou vodou do 50 ml v odmérné barce.
Takto upraveny vzorek se zbarvil Zluté nitroderivaty, které vznikly reakci kyseliny dusi¢né
(v kyselém prostfedi kyseliny sirové) se salicylanem sodnym a néslednym zalkalizovanim
roztoku. Intenzita zlutého zbarveni, kterd je pfimo umérna koncentraci dusi¢nanti ve vzorku,
byla méfena pii vilnové délce 415 nm v plastové kyveté s optickou drahou 1 cm proti
demineralizované vod¢ na jednopaprskovém spektrofotometru DR 6000 UV-VIS (Hach, SRN).

Koncentrace dusi¢nant v jednotlivych vzorcich byla dale vyhodnocena z kalibra¢ni
piimky (Obr. 5). K tomuto ti¢elu byla pfipravena a proméiena fada Sesti kalibracnich roztokt s
koncentracemi dusi¢nanového dusiku 0,2; 1; 2; 3; 4 a 5 mg.I"!. Jednotlivé koncentrace byly
ziskany fedénim zasobniho roztoku dusiénanu sodného o koncentraci 100 mg.1"! dusi¢nanového

dusiku.
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Obr. 5 Kalibracni primka pro stanoveni koncentrace dusicnanového dusiku

4.3.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace dusitanovych iontl

Pti stanoveni obsahu dusitanovych iontil ve vzorku bylo vyuzito normované metody na
principu diazotace aromatickych aminolatek kyselinou dusitou (z dusitand v analyzovaném
vzorku) v kyselém prostiedi kyseliny fosforecné (pii pH 1,9) za vzniku diazoniovych soli
reagujicich s arylaminem na spektrofotometricky méfitelné azobarvivo - CSN EN 26777
(75 7452).

Pro tucely jednotlivych stanoveni bylo pfipraveno vybarvovaci ¢inidlo - k 500 ml
demineralizované vody v 11 odmérné banice bylo pfidano 100 ml kyseliny fosfore¢né (s
hustotou 1,7 gml'). Naésledn& bylo vtomto roztoku rozpusténo 40 g
4-aminobenzen-sulfonylamidu a 2 g N-(1-naftyl)-1,2-diaminoethan dihydrochloridu. Po
rozpusténi obou latek v roztoku byl obsah odmérné baiiky doplnén demineralizovanou vodou
na 1 I, promichén a pfechovavan v tmavé sklenéné lahvi pii teploté od 2 do 5 °C po dobu
maximalné jeden mésic.

V 50ml odmérné bance bylo smichdno 40 ml ¢irého vzorku nebo kalibracniho roztoku
s obsahem dusitant do 0,8 mg.1"! s 1 ml vybarvovaciho ¢inidla a doplnéno demineralizovanou
vodou. Po 20 minutich bylo méfeno vzniklé cervenofialové azobarvivo pii vinové délce
541 nm proti demineralizované vodé¢ ve sklenéné kyveté s optickou drahou 1 nebo 4 cm

v zavislosti na intenzité zbarveni.
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K méfteni byl vyuzit jednopaprskovy spektrofotometr DR 6000 UV-VIS (Hach, SRN) a
hodnoty koncentraci dusitanovych iontd v jednotlivych vzorcich byly vyhodnoceny
z kalibra¢ni primky. K tomuto ucelu byla pfipravena fada deviti kalibranich roztokt
s rozsahem koncentrace od 0 do 0,25 mg.I"! dusitanového dusiku fedénim zasobniho roztoku
dusitanu sodného o koncentraci 100 mg.1"! dusitanového dusiku.

Pro urceni prvni kalibracni ptimky byly pouzity roztoky s koncentracemi dusitanového
dusiku 0; 0,02; 0,05; 0,1; 0,15 2 0,2 mg.1"}, pficemz byly tyto roztoky proméfeny v 1 cm kyveté.
S vyuzitim této kalibra¢ni pfimky (Obr. 6) byly nasledné urCovany neznamé koncentrace

dusitandl ve vzorcich s obsahem dusitanového dusiku od 0,05 do 0,2 mg.1".
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Obr. 6 Kalibracni primka pro stanoveni koncentrace dusitanového dusiku v kyveté

s optickou drahou I cm

Druh4 kalibraéni piimka (pro vzorky s obsahem dusitanového dusiku do 0,05 mg.1™")
byla ziskana prométenim kalibracnich roztokli s obsahem dusitanového dusiku 0; 0,01; 0,02;
0,03; 0,04 a 0,05 mg.1"! ve 4 cm kyveté. Podle této kalibra¢ni ptimky (Obr. 7) byly nisledné
ur¢ovany neznamé koncentrace dusitanti ve vzorcich s obsahem dusitanového dusiku od 0 do

0,05 mg.I'".
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Obr. 7 Kalibracni primka stanoveni dusitanového dusiku v kyveté s optickou drahou

4 cm

4.3.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace fosfore¢nanovych ionti

Stanoveni obsahu fosfore¢nanovych iontli bylo provedeno rovné€z s vyuzitim
spektrofotometrické normované metody CSN EN ISO 6878 (75 7465). Zde byla vyuzita reakce
fosfore¢nanovych iontli v kyselém roztoku s obsahem iontti molybdenanu a antimonu za vzniku
antimon-fosfomolybdenanového komplexu, ktery byl nasledné zredukovan kyselinou
askorbovou na intenzivné zbarveny komplex molybdenové modre.

K potfebam stanoveni obsahu fosfore¢nanovych iontl v jednotlivych vzorcich i
kalibra¢nich roztocich bylo pfipraveno smésné Cinidlo obsahujici 25 ml 2,5M kyseliny sirové,
50 ml roztoku molybdenanu amonného (pfipraveného rozpusténim 15 g (NH4)sM07024.4H20
v 500 ml demineralizované vody), 25 ml vinanu antimonylo-draselného (vzniklého
rozpus$ténim 0,68 g K(SbO)C4H40s./2H20 v 500 ml demineralizované vody) a 50 ml kyseliny
askorbové (pripravené rozpusténim 2,16 g kyseliny askorbové ve 100 ml demineralizované
vody).

Obsah fosforecnant v jednotlivych vzorcich a kalibra¢nich roztocich byl stanovovan
ve 100ml Erlenmayerovych baiikdch, kam bylo odméteno 50 ml vzorku s obsahem
fosfore¢nanti do 1 mg.I"! spolu s 5 ml smésného ¢inidla. Po 15 minutach bylo vzniklé modré

zbarveni meéfeno proti demineralizované vod€ na jednopaprskovém spektrofotometru
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DR 6000 UV-VIS (Hach, SRN) pfi vinové délce 690 nm ve sklenéné kyveté s optickou drahou
4 cm a jednotlivé vysledky byly vyhodnocovany z kalibracni pfimky. Pro ziskéni kalibra¢ni
piimky bylo piipraveno a proméfeno pét kalibranich roztok s rozsahem koncentraci
fosfore¢nanového aniontu od 0,2 do 1 mg.l! fedénim zisobniho roztoku o koncentraci
500 mg.I"!' fosfore¢nanti (KH2PO4, byl pied vazenim suSen 2 hodiny pti 105 °C). Ziskana

kalibra¢ni pfimka je znazornéna na obr. 8.
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Obr. 8 Kalibracni primka stanoveni koncentrace fosforecnanového aniontu

4.3.6 Stanoveni koncentrace dusi¢nanovych, siranovych a fosforecnanovych
iontil pomoci iontové chromatografie

Ke stanoveni dusi¢nanovych, siranovych a fosfore¢nanovych iontli ve vzorcich
z prato¢né kolony byla vyuzita iontovd chromatografie s vyuzZitim stavebnicového
chromatografu, jehoz zédkladem jsou dily firmy Shimadzu - chromatograficka kolona (HEMA
S 1000 Q-L, 150x3 mm, stfedni prameér ¢astic 10 pm, Tessek), mobilni faze (vodny roztok
hydrogenuhli¢itanu a uhli¢itanu sodné¢ho s koncentraci kazdé slozky 5 mmol/l, pritok
0,5 ml/min, jez byl zajisStovan vysokotlakym cerpadlem LC-10AD, Shimadzu), vodivostni
detektor CDD-6A (Shimadzu), potlaceni vodivosti mobilni faze na supresoru ERIS 1000 HP
(Alltech), davkovaci ventil Rheodyne (pro nastfik 20 pl netedéného vzorku) a vyhodnocovaci
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software Clarity (DataApex), k ¢emuz byla pouzita metoda kalibra¢ni ptimky zavislosti plochy
chromatografickych pikii na koncentraci analytu.
Analyzy vzork pomoci iontové chromatografie byly provedeny externé na pracovisti

KAnT Univerzity Pardubice.

4.3.7 Stanoveni pH, oxida¢né-redukcniho potencialu a rozpusténého kysliku

Hodnoty pH byly méfeny potenciometricky pomoci kombinované elektrody, ktera byla
pfipojend k pfenosnému multimetru HQ 30d (Hach, SRN). Na stejném multifunkénim pfistroji
byly méfeny také hodnoty ORP, k ¢emuz byla vyuzita pfislusnd ORP sonda (Hach, SRN).
Hodnoty rozpusténého kysliku byly métfeny elektrochemicky s vyuzitim membranové sondy

Cyberscan DO 300 (Eutech Instruments, USA).
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Vséadkové denitrifika¢ni experimenty

Slozeni reak¢ni smeési ve vsadkovych experimentech ptipravenych v prvni sérii bylo
sledovano vzdy od ptidavku bakteridlni suspenze do jednotlivych reakénich lahvi. Ve druhé
sérii vsadkovych experimentli byla reakéni smés analyzovana az od zavérecného ptidavku
900 ml roztoku dusi¢nanu sodného do reakéni smési.

7 kazdé vsadkové reakcéni nadoby byl nejprve odebran pocatecni vzorek a poté byly
vzorky odebirany kazdych sedm dni. Ve vzorcich bylo stanovovano mnozstvi dusi¢nanovych,
dusitanovych a ptipadné fosforecnanovych ionti. Celkovy dusik byl dopocitan jako soucet
obsahu dusi¢nanového a dusitanového dusiku. Zarovei byly kontrolné méfeny hodnoty pH,
oxidac¢né-redukéniho potencidlu a obsah rozpusténého kysliku. Mnozstvi odebraného vzorku
zaviselo na mnozstvi provadénych analyz a na fedéni vzorku béhem téchto analyz.

Z namétenych dat byly vyhodnoceny vlivy fady procesnich faktorti na priab¢éh autotrofni
denitrifikace. Jednalo se o vliv teploty (22 a 33 °C), velikosti pouzité frakce, michani reakéni
smési (nemichané nadoby oproti smésim, které¢ byly po celou dobu experimentu michany na

ttepacee pii 150 rpm) a vliv ptidavku fosforu a trojmocného Zeleza v riznych koncentracich.

5.1.1 Kontrolni smési

Nejprve byly popsany a vyhodnoceny procesy probihajici ve vsadkovych reakénich
nadobach oznacenych jako Kla,b K2a,b a K3, které jsou dale oznacovany jako kontrolni
reak¢ni smési, do nichz nebyla pfidavana zddna aditiva. VSechny reak¢éni nadoby obsahovaly
siru a vapenec v hmotnostnim poméru 1:1 (velikost frakce siry 2,5 — 5,0 mm, stfedni velikost
¢astic 3,54 mm a vapence 3,0 — 4,0 mm se stfedni velikosti ¢astic 3,46 mm), 1 1 sterilniho
roztoku dusi¢nanu sodného (koncentrace 100 mg.1"! dusi¢nanovych iontd) a 1 ml bakteridlni
suspenze 7. denitrificans. Reakéni nddoby K1 obsahovaly po 50 g siry a vapence, nddoby K2
po 100 g siry a vapence a nddoba K3 po 200 g siry a vapence (viz Tab. 9).

Na Obr. 9 je zobrazen obsah dusi¢nanii ve vSech reak¢nich nadobach v pribéhu
experimentu, ktery trval celkem 80 dni. V prvni nab&hové fazi experimentu je patrny pozvolny
ubytek koncentrace dusi¢nanovych iontil ve vSech reakénich smésich. To miiZze byt zplisobeno
dvéma faktory. Prvni z nich je oznaCovan jako tzv. lag faze, kdy dochazi k ptizptisobovani
bun&k mikroorganismt novému prostiedi!'*. Druhym faktorem je ptitomnost molekularniho
kysliku v reakéni smési. Na pocatku vSech experimentli byla v reakénich smésich naméfena

koncentrace rozpusténého kysliku pfiblizng 5,9 mg.l!. Pfitom kyslik ma jako terminélni
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akceptor elektronli pfi metabolickych dé&jich 7. denitrificans ptednost pied dusicnanovymi
ionty®*%7. K vyrazné redukci dusi¢nant za téchto podminek tedy nedochazi. Jakmile je viak
kyslik z reakéni smési vyCerpan a je splnéna podminka anoxického prostiedi (koncentrace
rozpusténého kysliku pod 0,5 mg.1"!) a zaroveni jsou bakterialni buiiky adaptované na nové
prosttedi, dochazi k vyznamnéjsi redukci dusi¢nand, kterd pokracuje az do prakticky nulové

hodnoty.
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Obr. 9  Obsah dusicnanii v kontrolnich reakcnich nadobach Kla (50 ¢ S), K2a (100 g
S)aK3(200gS)

Nejkratsi ndb&éhova faze a tedy i1 nejrychleji zapoc€ata vyznamnéjsi redukce dusi¢nant
byla pozorovdna ve vsadkové reakéni nadobé s oznacenim K3, v niz bylo pouZito nejvétsi
mnozstvi siry a vapence (po 200 g) a poté v nadobé K2a (po 100 g pouzité siry a vapence).
Nejpomaleji tyto déje probehly v nddobé Kla, kde bylo pouzito nejmensi mnozstvi siry a
vapence (po 50 g). Z namé&fenych dat (viz téz Tab. 13) tedy vyplyva, Ze na dobu adaptace
bakteridlnich buné€k mlZe mit vliv i mnoZstvi pouzité naplné, tedy pro naplii o stejné sttedni
velikosti ¢astic, zprostiedkované velikost reakéniho povrchu. Koncentrace dusicnant
v reak¢nich systémech poklesla v ramci ndbchové faze o 15 az 22 %. Ptitom doba nabéhové

faze cinila 34 az 51 % celkové doby experimentu. Doba odbouravani zbyvajicich
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dusi¢nanovych iontd po probéhnuti lag fdze byla blizka 40 dntim (Tab. 13). Téméf ptimkovy
pribéh poklesové ¢asti naméfené kiivky (Obr. 9) naznacuje, Ze rychlost reakce nezavisi,
s vyjimkou extrémné nizkych koncentraci, na koncentraci dusi¢nanovych iontti, coz je typické

pro reakce pseudonultého fadu popsané rovnici

d(cNO3)
dt

=k (29)

Hodnoty reak¢nich konstant k ziskané regresi experimentalnich dat jsou téz uvedeny
v Tab. 13. Reakce nultého fadu jsou typické pro systémy, kde je reakcni prostiedi, v nasem
ptipad¢ aktivni povrch siry, plné nasyceno reaktantem. Polocas reakce odbourani

dusi¢nanovych iontl #;2 pak Ize stanovit z rovnice

[CNO?,_]O
2:k|

ti2 =

(30)

Kde index 0 znaci pocatecni koncentraci reakce nultého fadu, tj. na konci ndbéhové faze.

Tab. 13 Odbouravani dusicnanit v kontrolnich reakcnich ndadobach (k je reakcni

konstanta pseudonultého radu)

Reak¢éni Casové iidaje [dny] ¢ NOs5™ na konci nabéhové k
systém Konec nébéhOVé Odboul‘i'llli 99 % féze [mg.l‘ll [mg.l'lden'll
faze NOs
Kla 42 82 75 -1,88
K2a 35 73 78 -2,05
K3 21 61 86 -2,15

Kviili ovéfeni reprodukovatelnosti méfeni byly experimenty v reakénich nadobach K1
a K2 pfipraveny duplicitné (tj. dva reaktory oznacené Kla a K1b, resp. K2a a K2b se stejnym
pocatecnim sloZzenim). Na Obr. 10 je zobrazeny obsah dusi¢nant béhem experimentl v téchto
¢tytfech reaktorech. Z prubéhu experimenti je zfejma velmi dobra reprodukovatelnost méteni
v reakénich nadobach Kla a K1b. Zdvojené méteni v nddobach K2a a K2b vykazuje vétsi

rozptyl experimentalnich dat, nicméné potvrzuje vyse zminéné kvalitativni zavéry.

57



120

100 N

E% —Kla
- - - -KIb
% K2a
(5]

K2b

0 20 40 60 80 100
t (dny)
Obr. 10 Obsah dusicnanit v kontrolnich reakcnich nadobach Kla (50 g S), KI1b (50 g
S), K2a (100gS) a K2b (100 g S)

Typicky prabéh redukce dusicnant je detailnéji demonstrovan na Obr. 11 pro systém
Kla jako zaznam koncentrace dusi¢nantl, dusitantl, celkového dusiku a obsahu rozpusténé¢ho
kysliku béhem celého experimentu. Hodnoty celkového dusiku byly vypocteny jako soucet
koncentrace dusi¢nanového a dusitanového dusiku. Z obrazku je patrné, Ze v reakéni smési se
v souvislosti s ndbé¢hem degradacniho procesu zacinaji objevovat dusitanové ionty jako
meziprodukt rozkladné reakce. Pfitom koncentrace dusitanti nejprve pozvolna vzrista, pak
dosahuje plochého maxima a v zav€ru experimentu se stejné jako koncentrace dusi¢nanovych
iontll blizi k nule. To znamen4, ze nasledné redukce dusitanti je pomalejsi neZ primarni redukce
dusi¢nani, a tak dochézi k jejich nezddoucimu hromadéni v reakénim systému. Je vSak tieba
poznamenat, Zze koncentrace dusitanovych iontti byla v pribéhu celého procesu cca o dva tady

niz8i nez koncentrace dusi¢nanovych ionti.
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Obr. 11 Vyvoj koncentrace dusicnanii, dusitanii, celkoveého dusiku a rozpusténého

kysliku v reakcni nadobé Kla (50 g S)

Koncentrace dusitanovych iontii v jednotlivych reakénich systémech béhem celého
experimentu je zobrazena na Obr. 12. Nejvyssi maximalni koncentrace dusitant byla stanovena
v systému Kla. Tedy v ptipadé, v némzZ byla pouZita nejmensi navazka siry a vapence (po
50 g). Niz8i mnozstvi dusitanil bylo nahromadéno v lahvich K2a a K2b (reak¢éni nadoby se sirou
nadobé& K3. Tato koncentrace dusitanovych iontdi nepiesahla hodnotu 0,089 mg.1"!, zatimco v
reakéni nddob& Kla byla maximalni koncentrace nahromadénych dusitant 4,5 krat vyssi a
piesahovala hodnotu 0,400 mg.1".

Zmeény koncentrace celkového dusiku pii experimentech v kontrolnich vsadkovych
reakénich nadobach jsou zobrazeny na Obr. 13. Z grafu je patrné, ze kvalitativné jsou prubchy
naméfenych zavislosti obdobné jako u casovych zmén koncentraci dusi¢nanti. Je tedy ziejmé,
ze koncentrace piebyvajiciho meziproduktu jsou velmi nizké a téméf neovliviiuji celkovou
bilanci dusiku. Na druhou stranu, s ohledem na vyssi potencialni toxicitu dusitanovych ionti,
mohou 1 tyto jejich nizké koncentrace limitovat pfipadné priimyslové nasazeni studovaného

procesu.
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Obr. 12 Casové zmény koncentrace dusitani v kontrolnich reakcnich nadobdach Kla

(50gS), K2a (100 g S) a K3 (200 g S)
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Obr. 13 Zmény obsahu celkového dusiku v kontrolnich reakcnich nadobdach Kla (50 g
S), K2a (100g S), a K3 (200 g S)
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Béhem experimentli ve vsadkovych reaktorech bylo rovnéz pravideln¢ kontrolovano
pH, nebot’ rozkladna reakce je provazena produkci H™ iontl (viz rovnice 22 az 27). Pfitom pii
poklesu pH pod hodnotu 5,5 dochazi k zastaveni denitrifikaénich procesti®. Experimenty
prokazaly, Ze pfidavek neutraliza¢niho ¢inidla - vapence v poméru 1:1 k mnozstvi siry je

dostate¢ny. Hodnoty pH se pohybovaly béhem vSech experimentt v rozmezi od 7,0 do 7,7.

5.1.2 Vliv fosforu na pribéh autotrofni denitrifikace

Fosfor je jednim z hlavnich biogennich prvkl a ucastni se metabolicky vyznamnych
déja v zivych bunkach. Napiiklad v tekutém médiu S6 doporu¢eném pro rust 7. denitrificans
je fosfor ptitomen v koncentraci ptiblizné 3 g/l zivného roztoku. V poslednich letech se navic,
zejména Vv souvislosti s vyuzivdnim hnojiv a pracich prosttedkli, vyznamné zvySuje
koncentrace fosforu témér ve vSech typech vod, které by mohly byt autotrofni denitrifikaci
zpracovavany. Proto byl experimentalné studovan vliv pfidavka fosforu (ve formé NaH2POy)
na prub¢h autotrofni denitrifikacni reakce.

Pro tuto sadu experimentli bylo pfipraveno celkem devét reakénich smési oznacenych
P1 az P9 s navaZkou siry a vapence po 50, 100 a 200 g (vzdy v poméru 1:1) a riiznou pocatecni
koncentraci dihydrogen fosforecnanu sodného o koncentracich odpovidajicich mnozstvi
fosforu v rozmezi od 0,5 do 3,0 mg.1"!. SloZeni reakénich smési P1 az P9 je shrnuto v Tab. 9.

Kromé¢ bun¢k a vlastniho denitrifikacniho procesu miize ptidavek fosforecnanovych
iontl ovliviiovat i neutraliza¢ni funkci pfitomného uhli¢itanu vapenatého (vapence), a to tim,
Zze by mohlo potencidlné dochazet ke srazeni fosforecnanu véapenatého na povrchu granuli
vépence. Cast volnych vépenatych iontdl se obvykle srazi jako siran vapenaty. Zastoupeni
jednotlivych forem fosfore¢nanu vapenatého v zavislosti na hodnoté pH smési je zndzornéno
na Obr. 14 pievzatém ze zdroje''>.

Doporucovana hodnota pH pro optimalni rist 7. denitrificans je v rozmezi od 6,8 do
7,4. B€hem provadénych experimentl se pH pohybovalo v rozmezi hodnot 6,8 - 7,6. Z Obr. 14
je patrné, Ze pii hodnoté pH 6,8 by mélo byt v roztoku 45,5 % hydrogen fosfore¢nanu a 54,5 %
dihydrogenfosfore¢nanu. Nejvyssi naméfend hodnota pH byla 7,6, pfi které je v roztoku
ptitomno 84,1 % hydrogen fosfore¢nanu a 15,9 % dihydrogen fosfore¢nanu. Fosfore¢nan, ktery
je jako fosforecnan vapenaty ve vode prakticky nerozpustny, se za¢ina tvotit az pti pH 9,5, tedy
pfi podminkach mimo rozsah provedenych experimenti. Dihydrogenfosfore¢nan vapenaty ma
za podminek provadénych experimentli rozpustnost vysokou a rovnou téméf 20 g/l vody.
Zaroven bude v roztoku ptitomen i dihydrogen fosforecnan sodny (rozpustnost 600 g/l vody),

resp. hydrogen fosforecnan sodny. B€éhem vSech provadénych experimentli nebylo pozorovano
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pteruseni regulacni ulohy vapence, protoze nedoslo k nariistu pH nad hodnotu 9,5. Pfipadnou

tvorbu nerozpustnych fosforecnanti na povrchu véapence lze tedy zanedbat.
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Obr. 14 Distribuce fosforecnanu, hydrogen fosforecnanu a dihydrogen fosforecnanu
vapenatého v zavislosti na hodnoté pH'"’ (trihydrogen — Zlutd, dihydrogen -

oranzova, hydrogen - modra a fosforecnan - cerna kirivka)

Na Obr. 15 je zobrazen ¢asovy prubéh koncentrace dusi¢nanovych iont v reak¢énich
nadobach oznacenych P1 az P5. Reakéni smési obsahovaly 50 g siry a na pocatku experimentl
se liSily pouze v mnozstvi nadédvkovaného fosforu. Celkem byly tyto vsaddkové reakce
pozorovany po dobu 80 dni.

Délka nabehové faze tvotila 24 az 54 % doby experimentu a bylo pii ni odbouréno
6 az 23 % dusi¢nanil. Z namétenych dat (viz Obr. 15 a Tab. 14) vsak neni patrny jednoznacny
vliv obsahu ptfidaného fosforu na délku této ndbehové faze (viz téz Tab. 14). Ukazuje se, ze
nahodné vlivy dané pocate€nim obsahem kysliku vreakéni smési a adaptabilitou
mikroorganismli na nové prostfedi jsou vyraznéjsi nez vliv mnozstvi fosforu pfidané¢ho do

reakéni smési.
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Obr. 15 Viiv davkovaného fosforu na zmeny koncentrace dusicnanu pri autotrofni
denitrifikaci v systémech s 50 g S. Zde P1 (0,5 mg.I'' P), P2 (1,0 mg.I'' P), P3
(1,5 mg.I'' P), P4 (2,0 mg.I'' P), P5 (3,0 mg.I"' P) a Kla (0 mg.I'' P)

Casovy pribéh poklesu koncentrace dusi¢nand v reakéni smési ve fazi denitrifikace, tj.
po odecteni nabéhové faze v jednotlivych reakénich systémech, je zndzornén na Obr. 16.

Typické parametry vyhodnocené z namétenych dat jsou shrnuty téz v Tab. 14. Je patrné,
ze 1 prubéh vlastni autotrofni denitrifikace charakterizovany rychlostni konstantou k neni
systematicky ovlivilovan mnoZstvim fosforu v reak¢ni smési a k popisu chovani systému lze ve
viech pripadech pouzit stfedni hodnotu (medién) rychlostni konstanty k = -1,708 mg.l"'den"".
Aritmeticky priimér ziskanych rychlostnich konstant k v Tab. 14 &ini -1,716 mg.I"'den’!, rozptyl
je 0,014 mg.1"'den! a smérodatna odchylka je 0,116 mg.I''den!.
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Obr. 16 Viiv davkovaného fosforu na zmeény koncentrace dusicnanii pri autotrofni
denitrifikaci bez lag faze v systémech s 50 g S. Zde P1 (0,5 mg.I'' P), P2 (1,0
mg.I'' P), P3 (1,5 mg.I'' P), P4 (2,0 mg.I"' P), P5 (3,0 mg.I'' P) a Kla (0 mg.I"!
P)

Tab. 14 Odbourdvani dusicnanu v reakcnich systémech s pridavkem  fosforu

v systéemech s 50 g S (k je reakcni konstanta pseudonultého radu)

Reak¢éni cP Casové iidaje [dny] ¢ NOs™ na konci nabéhové k
systém | [mg.l’] | Konec nabéhové |  Odbourani faze [mg.l"] [mg.1"den”]
faze 99 % NO;5
Kla 0 42 82 75 -1,88
P1 0,5 43 93 77 -1,54
P2 1,0 19 76 94 -1,65
P3 1,5 34 77 80 -1,86
P4 2,0 28 73 82 -1,82
P5 3,0 39 87 82 -1,71

Vliv ptidavku fosforu na zmény koncentrace dusitanovych iontii béhem experimentt
v systémech P1 az P5 je zobrazen na Obr. 17. Stejné jako v kontrolnich experimentech je patrné
nezadouci hromadéni dusitanovych iontl ve vSech péti testovanych smésich. Pfitom az do

koncentrace fosforu 1,5 mg.I! jsou koncentrace dusitani nizké a srovnatelné s kontrolni
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experimentem K 1a a neptevysuji hodnotu 0,4 mg.1"'. Vysoké koncentrace nezddoucich dusitanti
byly zaznamenény v reakénich smésich P4 a P5 (2,0 a 3,0 mg.l"! fosforu, kdy koncentrace

dusitand pievysuji 1,4 mg.I"!.
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Obr. 17 Casové zmeény koncentrace dusitanii v reakcnich nadobach P1 (0,5 mg. I P),
P2 (1,0 mg.I'' P), P3 (1,5 mg.I'' P), P4 (2,0 mg.I'' P), P5 (3,0 mg.I' P) a Kla
(0 mg.I'' P)

Dalsi sada experimentil (P6 az P9) byla zamétena na studium vlivu pfidavku fosforu do
systému s vy$$im mnozstvim siry v reakéni smési (100 a 200 g S). Reak¢ni nddoby oznacené
P6 az P8 obsahovaly po 100 g siry a vapence (op&t v hmotnostnim poméru 1:1) a koncentrace
piidaného fosforu byla na pocatku experimenti v nadobé P6 0,5 mg.l!, P7 1,0 mgl! a
v reaktoru P8 1,5 mg.I'!. V reakéni nadobé P9 bylo na pocitku experimentu po 200 g siry a
vapence (rovnéz ve hmotnostnim poméru 1:1) a 1,0 mg.1"! fosforu.

Na Obr. 18 je zobrazen zdznam koncentrace dusi¢nani v prib&hu experimentu (ktery
trval rovnéz 80 dni) v pfipravenych reakénich nadobach P6 az P8. Ze zdznamu neni, stejné jako
v systémech s 50 g S, patrny jednoznac¢ny vliv pfidané koncentrace fosforu na dobu nabéhové

faze.
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Tab. 15 Odbouravani dusicnanii v reakcnich systémech s pridavkem fosforu, 100 g S

(P6-P8) a 200 g S (P9) (k je reakcni konstanta pseudo nultého radu)

Reakéni| c¢P C,as?ve lfdaje [dny] — ¢ NO; na konci nabéhové k
systém | [mg.l'] | Konec nabehové Odbourani faze [mg.l" [mg.I"'den|
faze 99 % NO;3
K2a 0 28 70 82 -1,95
P6 0,5 35 70 80 -2,29
P7 1,0 35 70 80 -2,29
P8 1,5 28 70 82 -1,95
P9 1,0 35 70 81 22,31
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Obr. 18 Viiv davkovaného fosforu na zmeny koncentrace dusicnanii pri autotrofni
denitrifikaci v systémech se 100 g S. Zde P6 (0,5 mg.I'" P), P7 (1,0 mg.I'" P),
P8 (1,5 mg.I'' P) a K2a (0 mg.I"' P)

Z parametri uvedenych v Tab. 15 vyhodnocenych z namétenych dat je patrné, ze ani
redukce dusi¢nanti neni ovliviilovana koncentraci fosforu, a to ve vSech testovanych systémech
s riiznou hmotnosti siry.

Oproti tomu, je patrny vliv pfidaného fosforu na vznik a néslednou redukci
dusitanovych iontll. Casovy zaznam koncentrace dusitanii béhem experimentu je zobrazen na

Obr. 19. V reakénich nadobach oznacenych P6 a P8 nepiekrocily koncentrace dusitanil
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hodnoty 0,179 mg.I'. Vnadob& P7, ktery obsahoval na zacatku experimentu 1,0

mg.1"! fosforu, byla nejvyssi naméfena hodnota koncentrace dusitant 0,248 mg.I"!.
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Obr. 19 Casové zmény koncentrace dusitani v reakcnich nadobdach P6 (0,5 mg.I'' P),

P7 (1,0 mg.I'' P), P8 (1,5 mg.l"" P) a K2a (0 mg.I"' P)

Na Obr. 20 je zaznamenano porovndni obsahu dusi¢nanii v reakénich nadobach Kla,
K2a, K3, P2,P7aP9anaObr. 21 porovnani zmén obsahu dusitanii v tychz reakénich nadobach.
Jedna se o systémy liSici se v navazce siry s vapencem (po 50, 100 nebo 200 g) a zaroven maji
nadoby ozna¢ené pismenem P navic obsah fosforu 1,0 mg.I"! (viz Tab. 9). V Tab. 16 jsou pak
uvedeny vyhodnocené parametry z naméfenych hodnot v téchto rekénich nadobach. Jak je
z obrazku patrné (Obr. 20 a 21), vétsi obsah siry prib¢h redukce dusi¢nand, ani dusitanil nijak
vyrazn¢ neovlivnil.

Experimenty zaméfené na studium vlivu fosforu na denitrifika¢ni procesy ukézaly, ze
pfi jeho piidavku v koncentracich od 0,5 do 3,0 mg.l! do testovaného systému neni doba
nab&hova faze nijak ovlivnéna. RovnéZ neni nijak vyrazné ovlivnéno ani odbourdvani

dusi¢nant.
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Tab. 16 Porovnani odbourdvani dusicnanui v reakcnich systéemech s pridavkem a bez

pridavku fosforu (k je reakcni konstanta pseudonultého radu)

Reakéni| c¢P Casové ddaje [dny] ¢ NO; na konci nabéhové k
systém | [mg.l'] | Konec nabéhové |  Odbourani faze [mg.l"] [mg.I'den™]
faze 99 % NO3
Kla 0 42 82 75 -1,88
P2 1,0 19 76 94 -1,65
K2a 0 28 70 82 -1,95
P7 1,0 35 70 80 -2,29
K3 0 21 61 86 2,15
P9 1,0 35 70 81 -2,31
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Obr. 20 Viiv davkovaného fosforu na zmény koncentrace dusicnanii pri autotrofni
denitrifikaci v systémech s riiznou koncentraci S a s pridavkem P 1,0 mg.I'’.
Zde Kla (502 S), K2a (100 g S), K3 (200 g S), P2 (50 g S a 1,0 mg.I"' P), P7
(100gSal,0mgl'P)aP9(200gSal0mgl’ P)

Naproti tomu se zd4 byt patrny vliv pfi odbourdvani vznikajicich dusitand, a to pfi
davkovani vysSich koncentraci fosforu — jakmile byla do syst¢ému s 50 g S davkovéana
koncentrace fosforu 2,0 a 3,0 mg.I"' (reakéni nadoby P4 a P5), €inily hodnoty naméfenych

koncentraci dusitanti v nidobé& P4 1,429 mg.I"! a v nadobé P5 dokonce 1,880 mg.1"!. Jedn4 se
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o hodnoty, které prekraduji povoleny limit pro obsah dusitantl v pitné vodé v Ceské republice

stanoveny pfislusnou vyhlagkou’.
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Obr. 21 Casové zmény koncentrace dusitani v reakénich nadobdch Kla (50 g S), K2a
(100gS), K3 (200g S), P2 (50 g Sa 1,0 mg.l"' P), P7 (100 g S a 1,0 mg.I"' P)
aP9(200gSal0mgl'P)

5.1.3 Vliv zelezitych iontl na pribéh autotrofni denitrifikace

Zelezo patii mezi biogenni prvky, ale nevyskytuje se v Zivych organismech v takové
mife, jako jiz zminovany fosfor. Proto byva €asto oznacovano jako stopovy biogenni prvek.
V autotrofnich denitrifikaénich systémech se miize Zelezo vyskytovat jako Cisty kov, nebo
dvojmocny, ¢i troymocny kationt.

Straub a kol. publikovali praci, ve které studovali autotrofni redukci dusi¢nant
v piitomnosti Zeleznatych iontti'?’. Prokézali, Ze &ista kultura bakterii redukujicich dusi¢nany
muze rist v anaerobnim prostiedi obsahujicim Zeleznaté ionty, které jsou bud’ jedinym
elektronovym donorem, nebo jednim ze skupiny elektronovych donort. Vliv Fe’ na
kombinovany proces heterotrofni a autotrofni denitrifikace byl popsan v kapitole 2.2.3.3.

Zelezo je také soucasti doporuéenych zivnych médii pro bakterie 7. denitrificans. Ve formé
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FeSO4.7H>O obsahuji zelezo zivnd média k péstovani rodu Thiobacillus a ve formé FeCls
média pro rist konkrétné 7. denitrificans.

Vyhlaskou ¢. 70/2018 Sb. jsou v Ceské republice povoleny maximalni hygienické
limity pro obsah Zeleza v pitné vodé 0,2 mg.I"! 7. Rozpusténé Zelezo je pfitomno v kyselych a
neutralnich vodach bohatych na kyslik jako trojmocny kationt Fe**. V fekach je mozné najit
zelezo v koncentraci obvykle mezi 0,5 a 1,0 mg.I"". Podzemni vody mohou obsahovat vy3si
koncentrace, a to az do 100 mg.l"!. Odpadni vody tedy mohou kromé& vyssich koncentraci
dusi¢nanovych iontii obsahovat i zvysené koncentrace Fe** iontfl, proto je tato ¢ast experimenti
zaméfena na studium vlivu ptidavki Zeleza ve formée FeCls na pribéh autotrofni denitrifikace.
Byl studovén ve ¢tyfech piipravenych reakénich smésich oznacenych Fel az Fe4 po dobu 70
dni. Reakéni nadoby obsahovaly po 100 g siry a vapence (v hmotnostnim poméru 1:1) a riznou
pocateéni koncentraci Zeleza v rozmezi od 0,05 do 1,0 mg.I"!. SloZeni jednotlivych reakénich

systému je shrnuto v Tab. 9.
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Obr. 22 Viiv davkovaného zZeleza na zmeény koncentrace dusicnanii pri autotrofni
denitrifikaci v systémech s pridavkem Fe’*. Zde Fel (0,05 mg.I"' Fe’*), Fe2
(0,1 mg.I'' Fe*"), Fe3 (0, 5 mg.I' F&*Y), Fe4 (1,0 mg.I'' Fe**) a K2a (0 mg.I'!
Fe')
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Na Obr. 22 jsou zobrazeny zmény koncentrace dusi¢nant ve vSech reakénich nadobach
obsahujicich pfidané Fe**ionty. Z obrazku neni patrny pfimy vliv koncentrace Zelezitych iontii
na délku nabéhové faze, ktera ¢inila téméf polovinu doby trvani experimentu (tj. 35 dni) a pii
niz bylo odbourano ptiblizné 19 % ptivodné davkovanych dusi¢nanti. Ukazuje se, Ze stejn¢ jako
u fosforu i v pripad¢ pfidaného zeleza do systému jsou ndhodné vlivy dané pocate¢nim obsahem
kysliku v reak¢éni smési a adaptabilitou mikroorganismt na nové prostiedi vyraznéjsi, nez vliv
mnozstvi Fe** iontd davkovanych do reakéni smési. Po uplynuti nabéhové faze postupné
dochazi k odbouravani dusi¢nant. V Tab. 17 jsou uvedeny parametry procesu vyhodnocené
z namé&fenych hodnot koncentraci dusi¢nanti v jednotlivych reakénich systémech. Pro srovnani

tabulka obsahuje i data pro systém K2a, v némz nejsou ptidany zadné Zelezité ionty.

Tab. 17 Porovnadni odbourdvani dusicnanui v reakcnich systémech s pridavkem a bez

pridavku zelezitych iontu (k je reakcni konstanta pseudonultého radu)

Reakéni| ¢ Fe Casové udaje [dny] c N()v3 na’kqnci .
systém | [mg.I"!] Konec Odbourani nabehovc_a1 faze (mg. den]
nabéhové faze 99 % NO3" [mg.1"]

K2a 0 28 70 82 1,95
Fel 0,05 35 77 30 71,90
Fe2 0,1 35 70 79 2.26
Fe3 0,5 35 71 79 2.19
Fe4 1,0 35 71 79 2.19

Obecné jsou procesy autotrofni denitrifikace pomalejsi nez heterotrofni denitrifikace.
Absolutni hodnota stanovené reakéni konstanty & (Tab. 17) byla nejvyssi v reakénim systému
obsahujicim 0,1 mg.1"! Zelezitych iontd a pii dalsim pridavku Fe** absolutni hodnota konstanty
mirng klesla. Ve srovnani se systémem K2a ptesto dochazi k nartistu absolutni hodnoty reakéni
konstanty o 12 az 16 %. To by mohlo znacit pozitivni vliv pfidavku Zelezitych iontil na prvni
krok denitrifikace — redukci dusi¢nant.

Obr. 23 znazoriiuje pribéh koncentrace dusitanovych iontli v reakéni smési. Z grafu je
patrnd zvySend akumulace dusitanovych iontli v pfitomnosti Zelezitych iontl. Nejvyssi
koncentrace dusitanovych iontli byla naméfena v systému Fe2, tedy v pfipad¢ s nejvyssi
rychlosti odbouravani dusi¢nanovych ionti (viz Obr. 22). Namétfené koncentrace dusitanti
v systému Fe2 piekrocily hodnotu 3 mg.1"!, &imz vyrazné prevysuji limitni hodnotu povoleného

obsahu dusitanti v pitné vodg dle piislusné vyhlasky Ceské republiky’.
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Z provedenych experimentii je tedy patrné, e pritomnosti Fe** je ovlivitovan zejména
prvni krok denitrifikace. To znamen4, Ze je urychlovana redukce dusi¢nant za vzniku dusitanti.
Odbouravani vznikajicich dusitani v§ak neni s vysokou pravdépodobnosti ptidavkem Fe**ionti
ovlivitovano, takze vysledkem této soustavy naslednych reakci je vySe zminény narust

akumulace dusitanovych iontli v reakéni smési.
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Obr. 23 Casové zmény koncentrace dusitanii v reakcnich nadobach s pridavkem Fe’*.
Zde Fel (0,05 mg.I'! F&*Y), Fe2 (0,1 mg.I'' Fe’*), Fe3 (0, 5 mg.I'! F&’), Fe4
(1,0 mg.I'' F*) a K2a (0 mg.l'! Fe’*)

I v tomto piipad€ byl z naméfenych dat obsahu dusi¢nanii a dusitanti dopocitan celkovy
obsah dusiku (jako soucet dusicnanového a dusitanového dusiku). A i ptes hromadéni dusitani
v testovanych systémech v pomérné vysokych koncentraci mély hodnoty celkového dusiku
béhem celého experimentu klesajici charakter.

Vysledky provedenych experimentd ukazuji, ze piidavek zelezitych iontli mize mit vliv
na procesy autotrofni denitrifikace bakterii 7. denitrificans se sirou jako elektronovym
donorem. P#i koncentracich vyssich nez 0,1 mg.I"!' pfidanych Zelezitych iontl do systému
dochazi ke zvySeni rychlosti redukce dusi¢nanti. Zaroven vSak v reakéni smési dochazi

k nezddoucimu hromadéni dusitanovych iontt.
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5.1.4 Vliv velikosti ¢astic a mnozstvi siry na pribéh autotrofni denitrifikace
V této sérii vsadkovych experimentii byl nejprve testovan vliv velikosti Castic siry na

prabéh autotrofni denitrifikacni reakce.
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Obr. 24 Obsah dusicnanu a casové zmény koncentrace dusitani v reakcnich systémech
K4 (S se stredni velikosti castic 3,54 mm) a K12 (S se stiedni velikosti castic
167 um)

Pouzité smési se liSily tim, ze systém oznaceny jako K4 obsahoval frakci siry o velikosti
¢astic 2,5 — 5,0 mm a frakci vapence o velikosti ¢astic 3,0 — 4,0 mm (oboji po 100 g), tedy
stejnou jako v pfedchozich experimentech, zatimco systém K12 obsahoval frakci siry
s ¢asticemi od 140 do 200 pm (stfedni velikost ¢astic 167 um) a vapenec se stfedni velikosti
¢astic 2 um. Pfi experimentech byl zachovan stejny hmotnostni pomér obou komponent (1:1).
Navazka siry v systému K12 (4,46 g) ptitom byla stanovena tak, aby celkovy povrch ¢astic siry
byl v reak¢énim systému K12 stejny jako v systému K4. Celkové slozeni obou reakénich smési
je uvedeno v Tab. 9 a 10.

Experimentalné zjistény pribch koncentrace dusicnanii a dusitani v téchto dvou

systémech je uveden na Obr. 24.
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V reak¢ni nadobé s frakei o vEtsi velikosti ¢astic siry trvala nabéhova faze priblizné 55
% celkové doby experimentu. Béhem této faze doslo k odbourani malého mnozstvi dusi¢nant
(cca 10 mg dusi¢nanti, coz odpovidd 8,5 % plivodniho mnozZstvi). Poté nasledoval typicky
linearni pokles koncentrace dusi¢nanti az do jeji nulové hodnoty. V reakéni smési s mensi
velikosti ¢astic siry 1ze nabéhovou oblast rozdé€lit na dvé zietelné ¢asti. V prvni ¢asti (po dobu
cca 32 dni) se neodbouravaly zadné dusi¢nany, ani nevznikaly dusitany. Poté je v druhé ¢asti
patrny narust koncentrace dusitanti, dosazeni jejiho plochého maxima (42 az 79 den) a nasledny
pokles koncentrace dusitanti na velmi nizké hodnoty (93 den). Cely tento Casovy usek je
provéazen mirnym linearnim poklesem koncentrace dusi¢nanti. Od 93 dne je pokles koncentrace
dusi¢nant v reakéni smési velmi strmy a béhem 9 dnii doslo k odbourani 81 % ptvodniho
mnozstvi dusi¢nanil.

V Tab. 18 jsou uvedeny rychlosti odbouravani dusi¢nanli po skonceni nabchové faze
v obou testovanych systémech. Z porovnani rychlostnich konstant £ pseudonultého tadu je
ziejmé, ze vyssi absolutni hodnota byla stanovena pro finalni denitrifikaci v systému K12, t;.
s frakci o mensi velikosti ¢astic siry. To miiZze byt zptisobeno tim, Ze pti michani rekénich nddob
byly mensi ¢astice ve vznosu v celém objemu roztoku dusi¢nanu sodného, pti¢emz pti pouZiti
vétsich Castic byl zahrnut také vliv vnéjsi diftize. Pouziti frakce siry s mensi velikosti ¢astic, pfi
zachovani stejného povrchu ¢astic, mize byt navic vyhodné i z hlediska nizsi spotieby siry a
vapence a tim 1 jejich ceny.

Z Obr. 24 vyplyva, ze 1 pfi pouziti jemné&jSi frakce siry dochdzi k nezadoucimu
hromadéni dusitanovych iontl v reakéni smési. V obou proméfovanych piipadech (K4 a K12)
se hodnoty namétenych koncentraci dusitanovych iontd dostaly nad povolenou mez v pitné
vodé pro Ceskou republiku, tj. 0,5 mg.I"", ale nepiekroily hodnotu 1 mg.1™".

V porovnani se srovnavacimi experimenty z prvni série méfeni (viz kapitola 5.1.1) je
pfi pouziti menSich Castic siry patrnd vyssi rychlost odbouravani dusi¢nantli v zavérecné fazi a
zaroven 1 vyssi koncentrace dusitani hromadénych v reakéni smési. Srovnavaci reakéni systém
K4 se svym slozenim pfili§ nelisi od diive diskutovaného systému K2a. Pouze je pii piipraveé
nahrazena demineralizovana voda pitnou vodou a mirn€ se odliSuje postup piipravy reakéni
smési (viz kapitola 4.2.2). Ukazuje se, ze rychlostni konstanty v téchto dvou systémech jsou si

blizke.
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Tab. 18 Porovnani odbourdvani dusicnanit v reakcnich systémech K4 a K12

Reakéni S Casové udaje [dny] _ cnlzl())gl'ur:‘:’lél(f(;rzlzl k
systém [mm] Konec Odbourani 5 [mg.I"'den"]
nibé&hové faze | 99 % NO3 [mg.1”]
K4 2,5-5,0 66 120 113 -2,40
K12 10,14-0,2 42 resp. 93 113 117 resp. 94,8 -0,84 resp. -10,5

Vliv pitné vody z fadu (Vodovody a kanalizace Pardubice) na pribéh odbouravani byl
testovan v sad¢ experimentli oznacenych jako K5 az K7 a K11 az K13.

Prvni trojice reak¢énich smési byla pfipravena z demineralizované vody a druha trojice
z vodovodniho fadu. Kazda trojice obsahovala navazku naplné siry a vapence v hmotnostnim
poméru 1:1 po 2,23, 4,46 a 8,92 g. Z namétenych dat je patrné (Tab. 19), ze vliv ptipravy smési
z demineralizované vody nebo vody zftddu neni nijak statisticky vyznamny. Nedoslo
k ovlivnéni doby nédbéhové faze a ani nebyla nijak zménéna rychlost odbouravéani dusi¢nand.
Absolutni hodnoty rychlostnich konstant odbourdavani dusicnant kjsou ve vSech
proméfovanych ptipadech srovnatelné s priimérnou absolutni hodnotou 2,96 mg.1"'den™!. Tyto
hodnoty jsou opét vyssi oproti absolutnim hodnotam reakénich konstant zprvni série
vsaddkovych experimentl. Zaroveil byla pozorovana 1 vyssi koncentrace dusitanli v reakéni
smési, jejiz maximalné naméfena hodnota byla pfiblizné 1,1 mg.I"!. Pfi¢inou tohoto jevu miize
byt vySe diskutované pouziti frakce naplné s mensi velikosti ¢astic a soucasné i intenzivni

michani reakéni smési po celou dobu experimentu (bliZze viz kapitola 5.1.5).

Tab. 19 Porovnani odbourdvani dusicnanii v reakcnich systémech pripravenych

z demineralizované vody nebo vody z vodovodniho radu

- Casové tidaje [dny] ¢ NOs™ na konci
R(?akcm Voda K Ani nabéhové faze k
nadoba onec Odbourani ¢ [mg.I''den]
nibéhové faze | 99 % NOs- [mg.I"]
K5 demi 72 113 116 -2,83
K6 demi 59 102 116 -2,70
K7 demi 66 102 108 -3,00
K11 z fadu 66 100 105 -3,09
K12 z fadu 66 102 109 -3,03
K13 z fadu 66 102 111 -3,08
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5.1.5 VIliv michéni reak¢éni smési na pritbeh autotrofni denitrifikace

Dalsim sledovanym parametrem autotrofni denitrifikace byl vliv michani reakcnich
smési na prabéh procesu. Michani bylo realizovano umisténim vybranych reakénich nadob na
laboratorni tfepacku. K tomuto ucelu bylo pfipraveno Sest vsadkovych reakénich smési
s oznacenim K8 az K13. Prvni trojice reakénich smési (K8 az K10) byla ponechéna v klidové
poloze, tj. bez trvalého michani (vsadka byla promichdvana pouze jedenkrat tydné, a to pred
odbérem vzorkt, aby se homogenizoval obsah v celé reakéni nadob¢). Druha trojice reak¢nich
smési (K11 az K13) byla umisténa na tiepacku. Pfitom byly tyto smési michany po celou dobu
experimentll pii 150 rpm. Experiment trval celkem 120 dni. Kazda studovana trojice
obsahovala navazku naplné¢ siry a vapence v hmotnostnim poméru 1:1; jednotlivé smési
obsahovaly 2,23 g, 4,46 g, respektive 8,92 g siry. Zakladni procesni data vyhodnocena
z experimentalné namétenych hodnot jsou uvedena v Tab. 20. Z uvedenych hodnot je patrné,
ze michani reak¢éni smési mé na rychlost redukce dusi¢nant pozitivni vliv, nebot absolutni
hodnoty rychlostnich konstant jsou pfi intenzivnim michani vys§i. Tento jev je s vysokou
pravdépodobnosti zplisoben lepsi dostupnosti dusicnanovych iontl pro buitky mikroorganismi
pii intenzivnim promichévani reakéni smesi.

Pribéhy casové zavislosti koncentrace dusi¢nani v reakéni smési jsou pro studované
reakéni systémy zndzornény na Obr. 25. Délka nabéhové faze byla ve vSech Sesti systémech
témer stejnd a Cinila 55 az 60 % doby experimentu, tj. 66 az 72 dni. Behem této faze bylo

odbourano okolo 8 mg dusi¢nanti (ptiblizn€ 7 % pocatecni koncentrace dusi¢nanovych ionti).

Tab. 20 Porovnani odbouravani dusicnanu v michanych (K11 az K13) a nemichanych

reakcnich systémech (K8 az K10)

Reakéni| 150 Casové udaje [dny] c NOV3 na'kqncl k
nadoba rpm Konec Odbourani nabehovel faze [mg.l'lden'l]
nab&hové faze | 99 % NO3- [mg.I"]

K& ne 66 113 112 -2,38
K9 ne 72 113 112 -2,73
K10 ne 72 113 113 -2,77
K11 ano 66 100 105 -3,09
K12 ano 66 102 109 -3,03
K13 ano 66 102 111 -3,08
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Obr. 25 Obsah dusicnanii v michanych a nemichanych reakcnich smésich K8 az K13.
Zde K8 (nemichano, 2,23 g S), K9 (nemichano, 4,46 g S), K10 (nemichdno,
8,92 ¢S), K11 (michano, 2,23 g S), K12 (michdno, 4,46 g S) a K13 (michano,
8,92¢gS)

Na Obr. 26 jsou zaznamenany zmény koncentrace dusitanovych iontil v reakéni smési
behem celého experimentu. Ve vSech Sesti sledovanych smésich bylo detekovano nezadouci
hromadéni dusitanti s maximy od 0,9 do 1,4 mg.l!. D@vodem mizZe byt diive diskutované
zvySeni rychlosti odbourdvani dusi¢nanil a tim rychlejsi vznik dusitanti jako diisledek pouziti

frakce naplné o mensi velikosti ¢astic.
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Obr. 26 Casové zmeény koncentrace dusitanii v michanych a nemichanych smésich K8
az Ki13. Zde K8 (nemichdno, 2,23 g S), K9 (nemichano, 4,46 g S), K10
(nemichano, 8,92 g S), K11 (michdno, 2,23 g S), K12 (michano, 4,46 g S) a
K13 (michdno, 8,92 g S)

5.1.6 Vliv teploty na pribéh autotrofni denitrifikace

Autotrofni denitrifikace, stejn¢ jako vSechny mikrobiologické procesy je ovliviiovana
teplotou reakéni smési. Literatura uvadi optimalni teplotu ristu bakterii 7. denitrificans
v rozmezi od 28 do 32 °C a pro autotrofni denitrifikaci od 33 do 35 °C**%76, Pro studium vlivu
teploty na autotrofni denitrifikaci bylo pfipraveno Sest vsadkovych reakénich smési. Trojice
reakénich smési oznac¢enych K8 az K10 (navazka siry a vapence po 2,23, 4,46 a 8,92 g) byla
ponechdna pti laboratorni teploté (22 °C) a druha trojice (K14 az K16) se stejnymi navazkami
siry a vapence byla testovana pii 33 °C. Detailni sloZeni vSech Sesti testovanych systémi je
uvedeno v Tab. 10.

Obr. 27 ukazuje Casovy zaznam koncentrace dusi¢nanli v téchto Sesti pfipravenych
smésich. Ve vSech tfech smésich testovanych pii vyssi teploté¢ Cinila doba nabéhové faze
59 dni, tedy 49 % celkové délky experimentu (120 dni) a bylo béhem ni odbourano primérné
5 % nadéavkovanych dusi¢nanti (6 mg). Doba nabehové faze v systémech sledovanych pii nizsi

laboratorni teploté byla delsi a dosahovala az 60 % z celkové doby experimentu.

78



140

Pl R E—
100 -
~ —KS8
S 80 - - --K9
g
- K10
S 607 K14
(5]
10 - K15
K16
20 -
O T T T T o 1
0 20 40 60 80 100 120

t (dny)

Obr. 27 Obsah dusicnanit v systéemech s rozdilnou teplotou béhem autotrofni
denitrifikace. Zde K8 (22 °C, 2,23 g S), K9 (22 °C, 4,46 g S), K10 (22 °C,
8,92¢gS), Ki4(33°C, 2,23¢gS),KI15(33°C,4,46gS)aKli6(33°C, 892gS)

Tab. 21 Porovnani odbouravani dusicnanii v reakcnich systémech s rozdilnou teplotou.

. . Casové udaje [dny] ¢ NOs™ na konci
Reakeni) 1 1ocy K o ini | nabdhové faze k
nadoba onec dbourani 5 [mg.I"den]
nab&hové faze | 99 % NO3- [mg.I"]
K8 22 66 113 112 2,38
K9 22 72 113 112 2,73
K10 22 72 113 113 2,77
K14 33 59 93 110 3,24
K15 33 59 102 118 2,74
K16 33 59 93 111 3,26

Rovnéz rychlost odbouravani dusi¢nanii byla vyssi v systémech s vyssi teplotou, coz je
demonstrovano v Tab. 21 hodnotami rychlostnich konstant vyhodnocenymi z namétfenych dat.
Ve smésich testovanych pii 22 °C byla stanovena rychlostni konstanta k odbouravani dusi¢nant

na priimérnou hodnotu -2,63 mg.1"'den™! a ve smésich pti 33 °C na -3,08 mg.I"'den™".
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Obr. 28 Casové zmény koncentrace dusitanii v systémech testovanych pri riiznych
teplotach. Zde K8 (22 °C, 2,23 g S), K9 (22 °C, 4,46 g S), K10 (22 °C,
8,92¢gS), Ki4(33°C, 223¢gS8),KI5(33°C,446gS)aKli6(33°C, 892gS)

Na Obr. 28 je zobrazen zaznam koncentrace dusitani béhem celého experimentu
v reakénich smésich K8 az K10 a K14 az K16. I zde plati, ze vyssi rychlost odbouravani
dusi¢nanti (zpisobena pouzitou velikosti frakce a u nadob K14 az K16 1 vyssi reakéni teplotou)
méla pravdépodobné vliv na vy$s§i nahromadény obsah dusitani béhem experimentu, protoze
rychlost odbourdvani dusitanii zfejmé teplotou ovlivnéna nebyla. Ve sledovanych smésich
dosahovaly nejvyssi koncentrace dusitand od 0,9 do 1,4 mg.1"!.

Posledni sada vsadkovych experimentli byla zaméfena na studium vlivu zvysené
teploty (33 °C) pti soucasném michani smési. K tomuto ucelu byly pfipraveny tfi reakéni smési
oznacené K17 az K19. Lisily se od sebe mnozZstvim pouzité naplné — K17 po 2,23 g, K18 po
4,46 g a K19 po 8,92 g siry a vapence. Opét byl tedy zachovan hmotnostni pomér 1:1; konkrétni
slozeni reak¢nich smési je uvedeno v Tab. 10. VSechny tfi reakéni naddoby byly po celou dobu
experimentu, ktery trval 120 dni, michany na tfepacce pti 150 rpm a byly umistény v termostatu

pfi 33 °C.
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Obr. 29 Obsah dusicnanit behem autotrofni denitrifikace v michanych systémech pri

33°C. Zde K17 (2,23 ¢ S), K18 (446 g S) a K19 (8,92 ¢ S)

Ve vSech tfech testovanych smésich byla pozorovéana nejkratsi nabéhova faze (Obr. 29)
v porovnani se v§emi vsadkovymi experimenty v druhé sérii. Nabéhova faze trvala 49 dni, tedy
41 % doby experimentu. Po uplynuti nabéhové faze byly dusicnany odbourany nejvyssi
pozorovanou rychlosti ze vSech provedenych vsadkovych experimentd. Primérnd hodnota
rychlostni konstanty k ¢inila -6,73 mgl'den!, tedy skoro dvojnasobek doposud
vyhodnocenych hodnot v diive popsanych experimentech (Tab. 22).

Z4doucim efektem spojeni vys$si teploty a intenzivniho michani bylo rovnéZ rychle;jsi
odbouravani dusitant, nebot’ jejich koncentrace v reakéni smési nebyla tak vysoka jako
v ostatnich ptipadech namétenych ve druhé sérii experimentii. Hodnoty koncentrace dusitani
v testovanych smésich K17 az K19 (Obr. 30) nepiekrocily hodnotu 0,5 mg.l"! (tedy hodnotu
stanovenou jako limitni pro obsah dusitanii v pitné vodé v Ceské republice).

Experimenty provedené ve druhé sérii ukdzaly mozZnosti zvySeni rychlosti autotrofni
denitrifikace bakteriemi 7. denitrificans vlivem velikosti frakce pouzité naplné, michanim a
teploty. Pti pouziti frakce ndplné o mensi velikosti ¢astic, ktera slouzi zaroven jako substrat pro
bakteridlni buiiky, je tato napli pfi zachovani totozné velikosti povrchu lépe dostupna pro

jednotlivé buiky. Zaroven je potieba niz$i navazka, kterd je ekonomicky vyhodnéjsi.

81



Intenzivni michani reakéni smési, stejn¢ tak jako vyssi teplota (33 °C) se jevi rovnéz jako
urychlujici faktory redukce dusi¢nanti pfi autotrofni denitrifikaci bakteriemi 7. denitrificans.
Navic pii jejich sou¢asném vyuziti dochdzi i k rychlejSimu odbouravani dusitanovych ionta
z reak¢ni smési, které se v systému sice 1 nadale hromadi, jejich koncentrace vsak nepiesdhne

0,5 mg.I™.

Tab. 22 Porovnani odbouravani dusicnanit v michanych reakcnich systémech pri

teplote 33 °C.

Reakéni C,as?ve lfda‘le’ [dny] __ ¢ NO; na konci k
nadoba | Konec nabéhové | Odbourani nabé&hové faze [mg.I"] | [mg.l'den]
faze 99 % NO;5
K17 49 66 112 -6,59
K18 49 66 118 -6,94
K19 49 66 113 -6,65
0,5
0,4 -
= 0,3 -
o0
G — K17
< - - -KI8
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o K19
0,1 -
0,0 . .
0 80 100 120

t (dny)

Obr. 30 Casové zmény koncentrace dusitanii v michanych systémech pri teploté 33 °C.

Zde K17 (2,232 S), K18 (446 g S) a K19 (8,92 g S)
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5.2 Denitrifikacni procesy v prito¢né koloné
Experimenty v pritocné koloné¢ probihaly celkem 428 dni. Podrobny popis
experimentalniho zafizeni i pracovni postup jsou popsany v kapitole 4.2.3. Prvnich 100 dni
experimentu byl do kolony Cerpan pracovni roztok pfipraveny z demineralizované vody.
V dalsich dnech experimentu az do jeho ukonceni byl pracovni roztok ptfipravovan z pitné vody
z vodovodniho fadu Univerzity Pardubice. Koncentrace jednotlivych slozek pracovniho
roztoku a rychlost jeho davkovani do kolony jsou uvedeny v Tab. 12. S ohledem na dlouhodoby
charakter byly experimenty provadény pii laboratorni teploté¢ (22 °C) a pro zajiSténi
odpovidajiciho hydraulického odporu vrstvy ¢astic byla pouzita frakce Castic o vétsi velikosti.
Nebyly tedy piimo pouzity optimalni podminky stanovené v radmci ptedchozich vsadkovych
experimentu.

Na vstupu do kolony byly méfenymi parametry koncentrace dusi¢nanti a fosforu kvuli
kontrole spravného davkovani. Dale byly méfeny hodnoty pH, koncentraci rozpusténého
kysliku a ORP. Vystupnimi méfenymi parametry byly koncentrace dusi¢nand, dusitand, sirant,
rozpusténého kysliku, pH a ORP. Dale byl také dopocitavan obsah celkového dusiku, a to
souctem dusi¢nanového a dusitanového dusiku. Pribéh denitrifikanich procesii ve sledované
pratocné koloné je zobrazen na Obr. 31.

V prvnich dvaceti dnech experimentu byl do kolony ¢erpan pracovni roztok s pocatecni
1.

koncentraci 50 mg.l! dusi¢nani pritokem 23,6 mlmin'; kolonou tedy prochéazelo

70,8 mg NOs~h"!. Béhem téchto dvaceti dni se koncentrace dusi¢nanii na vystupu z kolony
sledovaného ¢asového intervalu, a to 23,1 mg.l', tj. 46 % vstupni hodnoty koncentrace
dusi¢nanti a odstranéno bylo tedy piiblizng 38,1 mg NOs"h'!. Naopak hodnoty obsahu dusitant
postupné stoupaly a dostaly se aZ k hodnoté blizké 10 mg.1"!.

V pracovnim roztoku byly rovnéz meéteny hodnoty ORP (pocatecni 142,4 mV) a
koncentrace rozpusténého kysliku (pog¢ateéni 7,9 mg.1™!). Po 20 dnech hodnoty ORP klesly na
100 mV a obsah rozpusténého kysliku na 7,0 mg.1"!. Pfesto, jak ukazaly vsadkové testy, byly
stanovené hodnoty koncentrace rozpusténého kysliku pro autotrofni denitrifikaci pfili§ vysoké.
To mohlo byt zptisobeno kombinaci né€kolika vlivi, predev§sim vysoké vstupni koncentrace
dusi¢nanil do systému, pfili§ vysokym pritokem Ci stale jesté trvajici adaptaci mikroorganismil
na nové prostiedi, ¢imz byl bezpochyby piechod z prostiedi zivného roztoku s nadbytkem
vSech potiebnych latek k prosperité organismt do pracovniho roztoku, tj. na ziviny chudsiho

prostiedi.
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Obr. 31 Casovy pribéh zdkladnich parametrii autotrofniho denitrifikacniho procesu v priitocné koloné
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Proto byl od 21. dne realizace experimentd v pritocné koloné sniZen vstupni obsah
dusi¢nanti na 25 mgl! a to az do 97. dne experimentu. Zaroveri byl snizen také priitok
pracovniho roztoku do kolony na 19,3 ml.min™'. Do kolony bylo tedy ddvkovano 29,0 mg
NOs~h!. Se snizenim koncentrace dusi¢nanti na vstupu se sniZily i vystupni koncentrace az
k hodnotdam 13,5 mg.l!, tj. na 54 % vstupniho obsahu dusi¢nant (15,6 mg NOs"h™).
K pozadovanému zvySeni ucinnosti odstraiiovani dusi¢nani z pracovniho roztoku tedy
nedoslo, ale doSlo ke sniZzeni obsahu dusitanii ve vystupu, jejichz hodnoty koncentraci se
pohybovaly tésné nad 1 mg.I"'. Zarovent mirné poklesly i méfené hodnoty ORP na vystupu
(okolo 80 mV) a obsahu rozpusténého kysliku (pod 4 mg.1!).

Pro dal$i méfeni v pratocné kolon€ (98. az 150. den experimentu) byl opét snizen
vstupni obsah dusi¢nanti (na 15 mg.I'") a zarovei i priitok kolonou na 7 ml.min™'. Kolonou tedy
prochazelo 6,3 mg NOs™h'!. V tomto pfipadé doslo k Giplnému odbourani dusi¢nanovych iontt
az k prakticky nulovym hodnotdm na vystupu. Hodnoty koncentrace dusitanovych iont na
vystupu byly vsak stile vysoké — pohybovaly se v priméru okolo 4 mg.I"! a ke konci tohoto
obdobi dosahovaly hodnot téméf 10 mg.I!. Hodnoty ORP na vystupu z kolony vsak klesly aZ
pod 40 mV. A doslo zaroveii i ke sniZeni hodnot rozpusténého kysliku pod 3 mg.I"!. Prave
pokles hodnot téchto dvou parametrii ve vystupnim roztoku byl pozitivni, nebot’ miize indikovat
kombinaci vyssi miry pfizpisobeni se bakterialnich bunék novym podminkdm a zaroven i vyssi
miru jejich mnoZeni. Pro ovéfeni tohoto jevu bylo v nasledujicim testovaném obdobi (151. az
255. den experimentu) do kolony davkovano 25 mg.1"! dusi¢nanii a pracovni roztok byl ¢erpan
s pritokem 8,5 ml.min.

Sumarné je z vyobrazeného prabéhu celého experimentu (Obr. 31) patrné, ze zhruba
prvnich 170 dni experimentu se provoz kolony a v ni probihajici procesy mikroorganismi
ustalovaly (véetn¢ jejich adaptace a mnozeni). Po této dobé jiz bylo dosazeno prakticky
kompletniho odstranéni dadvkovanych dusi¢nant. Zaroven nevznikaly dusitany a jejich vystupni
koncentrace byla pod limitem detekce méfeni.

Béhem celého experimentu bylo také pravidelné méfeno pH. Ve vstupnim (pracovnim)
roztoku bylo stanoveno pH s hodnotou 8,07. Na vystupu se hodnoty pH pohybovaly v rozmezi
méfenych hodnot pH ¢inil 7,0, rozptyl 0,531 a smérodatna odchylka byla stanovena na 0,729.

Ve snaze zjistit optimalni vstupni koncentraci dusi¢nanti a pritok, byla v paté a posledni
etapé testovani, kterd zacala 256. den a trvala az do 428. dne, koncentrace dusi¢nanovych iontl
v pracovnim (vstupnim) roztoku zvysena na 30 mg.l"' a pritok navysen na 9,9 ml.min’'. Z

Obr. 31 je zfejmé, Ze 1 za téchto podminek nebyly ve vytoku z kolony detekovany zadné
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zbytkové koncentrace dusi¢nant ani dusitanti. Ukazuje se tedy, Ze pro dané experimentalni
usporddani a pouzitou mikrobidlni kulturu je pro Uplné odstranéni dusi¢nanti bez produkce
dusitant vhodna vstupni koncentrace dusi¢nand 30 mg.l"! pfi pritoku 9,9 ml.min™!, tj. pfi
mimovrstvové rychlosti protékajici vody 0,643 mm.min’!. Pfitom se zpracovavalo 17,8 mg
NO;.h'.

Po celou dobu experimentd v kolon¢€ byl ve vystupu z kolony méfen také obsah sirand.
Sirany vznikaji béhem denitrifikacnich procesii vlivem oxidace siry a jejich obsah v pitné vodé
je rovnéz omezen vyhlaskou &. 70/2018 Sb. do maximalni vyse obsahu 250 mg.I"! sirand.
V pitné vodé z vodovodniho fadu Univerzity Pardubice, ze které byl pfipravovan pracovni
roztok, bylo naméfeno 133,8 mg.lI"! obsaZenych siranti. Na vystupu z kolony byla nejvyssi
naméiend koncentrace siranii 237,7 mg.l"!, tedy pod hranici maximalniho povoleného limitu
sirant, ktery je stanoveny platnou vyhlaskou pro Ceskou republiku.

Béhem celé doby probihajiciho experimentu byl nékolikrat odebran vzorek nehybné
naplné s mikroorganismy, ktery byl ptedan do laboratote Ustavu inzenyrstvi ochrany Zivotniho
prostiedi Univerzity TomasSe Bati ve Zlin€, kde byla pomoci molekularné biologickych metod
potvrzena ptitomnost bakterii 7. denitrificans.

Pomoci provozované kolony a jejiho testovaného nastaveni bylo tedy mozné odstranit
az 17,8 mg NOs.h! (s obsahem 30 mg.l' dusi¢nanii v pracovnim roztoku a pritoku
9,9 ml.min'), tedy piiblizng 4 mg N-NOs~.I".h"l. V porovnéni s autory zabyvajicimi se danou
problematikou (Tab. 4) tak bylo dosaZeno vys§i miry v odstraiiovani dusi¢nantl, nez je uvedeno
v publikacich autorti Moon a kol.”* (mira odstranéni 0,12 mg N-NOs".I"".h'") a Zhao a kol. '
(mira odstranéni 1,2 mg N-NOs"1"".h"), ale niz$i miry odstranéni ne u nékterych dalsich praci
autori uvedenych v Tab. 4 (od 6,1 do 62,5 N-NOs"I"".h'!). Je v3ak tfeba konstatovat, Ze pii
casové naro€nosti experimentll nebylo moZné detailné proméfit v§echny kombinace procesnich
parametrl. Stanovené ,,optimalni provozni podminky* tedy nemusi byt globalnim optimem
procesu, ale mize se jednat pouze o lokdlni optimum ptedurcené teplotou procesu, velikosti
¢astic siry, pouzitou bakterialni kulturou 1 hydrodynamikou toku vrstvou ndplné. Studium
téchto parametri je zaroven zdkladnim smérem dal$iho studia tohoto procesu.

Obecné lze na zaklad¢ provedenych dlouhodobych experimenti konstatovat, Ze je
studovana metoda odstraiovani dusinanit zvod s vyuzitim autotrofnich bakterii
T. denitrificans pomalej$i neZ alternativni vyuziti heterotrofnich organismui. Vysledky vsak
ukazuji, ze pii odstraiiovani nizkych koncentraci dusi¢nanti z vod by zvoleni metody autotrofni
denitrifikace mohlo byt vyhodngjsi, nebot’ je moZzné odstraiiovat dusi¢nany az na nulové

hodnoty koncentraci, aniz by dochazelo k uvolfiovani toxi¢téjSich dusitanli nebo nadmérné
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tvorbé siranll. Zaroven je anorganicky substrat (zde sira) levnéjsi nez organicky substrat, ktery

je potieba dodavat heterotrofnim organismiim.
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6 ZAVER

Cilem této experimentalni prace bylo systematické studium odstraiiovani dusi¢nani
z uméle pfipravovanych odpadnich vod, které jsou chudé na obsah organickych latek a zaroven
v nich koncentrace dusi¢nanovych iontll nepfesahuje hodnoty 100 mg.l™!, a to procesem
autotrofni denitrifikace bakteriemi 7. denitrificans. Veskeré realizované experimenty lze
rozdélit do dvou Casti.

V prvni cCasti byla pozornost vénovana vsadkovym experimentim, které slouzily
k popisu prubéhu dil¢ich procesii souvisejicich s autotrofni denitrifikaci. Celkem bylo
pripraveno 34 vsadkovych reak¢nich nadob, jejichz napli a tedy i nosic¢ bakterialnich bunék a
donor elektront tvofila kusova sira s riiznou velikosti ¢astic. Rovnéz byl do reak¢nich nadob
pridavan drceny véapenec kvili regulaci hodnot pH. Experimenty prokézaly, ze pridavek
neutralizacniho ¢inidla - vépence v hmotnostnim poméru 1:1 k mnozstvi siry je dostate¢ny pro
udrzeni pH v rozmezi od 7,0 do 7,7. Ve vSech testovanych reakénich smésich byla v pocatecnim
stadiu procesu nejprve pozorovana tzv. lag faze, pti niz dochazelo pouze k nepatrnému tbytku
dusi¢nant vlivem pfizptisobovani bakteridlnich buné¢k novému prostfedi a piitomnosti
molekularniho kysliku ve smési. Doba lag faze se pohybovala od 34 % do 51 % doby
experimentll a bylo pfi ni odbourano 15 % az 22 % davkovanych dusi¢nanil. Poté nasledovala
intenzivni redukce dusi¢nani az prakticky k jejich nulovym hodnotam.

Absolutni hodnota rychlostni konstanty vyhodnocena pro jednotlivé experimenty se
pohybovala v rozmezi od 1,54 do 10,5 mg.I"!.den!. Pfitom nejvyssi hodnoty, tedy nejvyssi
rychlost odbourdvani dusicnanii, byly stanoveny pro systémy s intenzivnim michanim
kombinované s vét§imi Casticemi a teplotou 33°C, nebo mensimi ¢asticemi pii nizsi teploté
25°C.

Bylo experimentalné pozorovano, Ze nasledna redukce vznikajicich dusitanti je obvykle
pomalejsi nez primdrni redukce dusi¢nanil, a dochazi tak k jejich neZadoucimu hromadéni v
reakénim systému. V zavislosti na studovaném systému se maximalni koncentrace
dusitanovych aniontii v reakéni smési pohybovala v rozmezi od 0,09 do 3 mg.l'. Vysledky
experimentl ukézaly, Ze pfi koncentracich fosforu v reakéni smési vy$§i nez 2 mg.l™! byly
hodnoty naméfenych koncentraci dusitandi v reakéni smési vyssi nez 1 mg.I'!. Jesté vyrazngjsi
vliv méla piitomnost Zelezitych iontll v reakéni smési, kde jiz jejich koncentrace 0,05 mg.1"!
prispéla k tvorbé dusitanovych aniontd o koncentraci 1 mg.l!, respektive 3 mg.l! pii
koncentraci Zelezitych iontd 1 mg.l!. Ziskané poznatky ukazuji, ze piitomnosti Fe** je

urychlovéna redukce dusi¢nanti (reakéni konstanta cca -2,14 mg.1"!.den™) za vzniku dusitant.
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Odbouravani vznikajicich dusitan®i vSak neni s vysokou pravdépodobnosti piidavkem Fe**
iontl ovlivitovano. Vysledkem je nartst akumulace dusitanovych iontl v reak¢éni smeési.
Druhé ¢ast experimenti byla zaméfena na dlouhodobé laboratorni ovéfeni provozu
pratocné naplnové autotrofni denitrifikacni kolony. Jako napli byla pouzita elementarni sira,
jejiz castice byly nosicem a donorem elektronii pro bakterie 7. denitrificans. Kolona byla
provozovana celkem 428 dni a byl do ni cerpan modelovy pracovni roztok obsahujici od 15 do
50 mg.I"! dusi¢nant. B&hem prvnich 170 dni experimenti dochazelo ke stabilizaci kolony
(adaptace bakteridlnich bun¢k na nové prosttedi, snizovani vstupni koncentrace dusi¢nant,
snizovani pratoku vstupniho roztoku a snizovani ORP a koncentrace rozpusténého kysliku ve
vystupnim roztoku) a po této dobé bylo dosazeno miry odstranéni az 4 mg N-NO;".I"".h!,
Obecné lze na zdklad€ provedenych experimentil konstatovat, ze se potvrdilo, Ze je studovana
metoda odstraiovdni dusicnanit z vod s vyuzitim autotrofnich bakterii 7. denitrificans
pomalejsi nez alternativni vyuziti heterotrofnich organismi. AvSak pfi odstraiovani nizkych
koncentraci dusi¢nanil z vod by zvoleni metody autotrofni denitrifikace mohlo byt vyhodné;jsi,
nebot’ je mozné odstranovat dusi¢nany az na nulové hodnoty koncentraci, aniz by dochazelo

vvvvvv

organicky substrat, ktery je potfeba dodavat heterotrofnim organismtm.
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