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Uvod

Dulni vody se fadi mezi primyslové odpadni vody
a pii jejich vypousténi do vod povrchovych musi byt spl-
nény podminky uvedené v natfizeni vlady 61/2003 Sb. ve
znéni pozdgjsich piedpisii (cit."). Pro dilni vody ve zming-
ném nafizeni nejsou pro jednotlivé ukazatele kvality stano-
veny emisni limity, pouze emisni standardy a tzv. normy
environmentalni kvality vyjadfené jako celoro¢ni primeér-
né hodnoty pro utvary povrchovych vod. Vodohospodai-
sky organ vSak stanovuje emisni limity pro vypousténi
dilnich vod individualn€, maximalné¢ do vysSe emisnich
standard’.

Znec€isténi dilnich vod je predevsim anorganického
puvodu, pficemz problém vétSinou zplsobuji vysoké kon-
centrace zeleza, manganu, amoniakalniho dusiku (Namon),
sirani a v dusledku toho i vysoké koncentrace rozpuste-
nych latek. Ze zminénych ukazateld je v provoznich pod-
minkach problematické odstranovani zejména Ny, a sira-
nl. Pro efektivni odstraiovani Zeleza a manganu vétSinou
postacuje alkalizace vody vapennym mlékem na hodnoty
pH cca 8,5 a vyssi. V ¢lanku je proto pozornost zamétena
na mozné zpusoby odstranéni Ny, z dlilnich vod. Odstra-
novani Nymon je Vyznamné pro nasledné zausténi dilnich
vod do vod povrchovych, kde v zavislosti na hodnoté pH
a teploté vody mize dochazet k disociaci amonnych iontl
na volny amoniak, ktery je jiz ve velmi nizkych koncentra-
cich toxicky pro ryby °.

Odstranovani amoniakalniho dusiku

Namon j€ ve vodach za oxickych podminek nestaly
a velmi snadno podléha biochemické oxidaci (nitrifikaci)®.
Biologicka nitrifikace je nejbéZnéji pouZzivany proces od-
straiovani Ny,on Z odpadnich vod a probiha za aerobnich
podminek. Je moZné fici, Ze aerace predstavuje
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v uvedeném procesu nejvyssi provozni néklady’. Pesto je
biologické CiSténi relativné levné a nevytvaii se pfi ném
74dné nezadouci vedlejsi produkty®. Nitrifikace probiha
dvoustupiiové: v prvnim kroku je Ny, 0xidovan na dusi-
tany za Ucasti bakterii oxidujicich amoniak, v druhém kro-
ku dochazi k oxidaci dusitanti na dusi¢nany za pfitomnosti
bakterii oxidujicich dusitany. Nitrifika¢ni mikroorganismy
jsou Gram-negativni autotrofni mikroorganismy vyuzivaji-
ci jako zdroj uhliku formy oxidu uhli¢itého’. P¥i chemické
reakci biologické nitrifikace se uvoliuji vodikové ionty,
které se podili na snizeni hodnoty pH. Soucasn¢ se snizuje
hodnota kyselinové neutralizaéni kapacity (KNK,s)*. Roz-
mezsi hodnot pH pro biologickou nitrifikaci je 6,45-8,95
(cit.”).

Experimentalni ¢ast

Laboratorni testy zaméfené na vyuziti biologické
nitrifikace pro odstranovani Ny, z dilnich vod byly pro-
vadény s redlnou dilni vodou (viz tab. II), ve které byly
ptritomny vysoké koncentrace predevsim manganu, Zeleza,
amoniakalniho dusiku a sirant.

Provozni podminky biologického reaktoru

Nitrifika¢ni reaktor o celkovém objemu 4 1 byl provo-
zovén jako vsadkovy a byl naplnén 3 1 aktivovaného kalu
z biologické Cistirny odpadnich vod. SuSina kalu
v reaktoru byla 2,74 g I'!, pti¢emz 76 % tvofil organicky
a 24 % anorganicky podil. Reaktor byl vybaven lopatko-
vym michadlem a byla zajiSt€éna jemnobublinna aerace.

Pro zapracovani systému (vytvoreni dostatecné kon-
centrace biomasy nitrifikacnich bakterii) byla jako substrat
pouzita syntetickd odpadni voda, ktera byla pfipravena
rozpuSténim chloridu amonného (koncentrace Npon
16 mg 1) a dihydrogenfosfore¢nanu draselného (koncen-
trace P-PO,> 3 mg ') ve vodovodni vodé. Adaptace sys-
tému probihala 10 dni. Ve 24hodinovych intervalech byly
z reaktoru (vzdy po odsazeni kalu) odebrany 2 1 odsazené
vody, pridany 2 1 Cerstvé syntetické odpadni vody a byla
upravena hodnota pH pomoci roztoku NaOH na cca 7,0 az
7,5.

Kinetické testy

Pro zjisténi Gc¢innosti biologické nitrifikace byl na-
sledné proveden test s redlnou dilni vodou misto vody
syntetické. Podminky byly zcela shodné jako pti adaptaci
systému.

Byly provedeny dva kinetické testy.

1. test (24hodinovy) byl proveden s adaptovanym
aktivovanym kalem po 3 dnech provozu reaktoru s realnou
dulni vodou.

Po ukonceni 1. testu byl do reaktoru ptidan nosi¢
biomasy ve form¢ molitanovych krychli¢ek o hrané 1 cm
(hmotnost pridaného suchého nosice byla 5 g), za Gcelem
predpokladané intenzifikace procesu kultivaci narostové
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kultury nitrifika¢nich mikroorganismli. PouZitim nosice
biomasy dochézi ke zvySeni hodnoty stafi kalu, coz je pro
nitrifika¢ni organismy ptiznivé.

2. test byl pak proveden po 8 dnech od vyse uvedené-
ho pfidani nosi¢e biomasy. Test probihal pouze 15 hodin.
Tato doba se po vyhodnoceni 1. testu jevila jako dostatec-
na.

Metodiky analytickych stanoveni

Koncentrace amoniakalniho, dusitanového, dusi¢na-
nového dusiku a fosfore¢nanového fosforu byla stanovena
ve filtratu metodou absorpéni spektrofotometrie. Amonia-
kalni dusik reakci s Nesslerovym ¢inidlem, dusitany reakci
s Cinidlem SANED (aminobenzensulfonamid, dihyd-
rochlorid N-(1-naftyl)-1,2-diaminoethanu a kyselina fosfo-
re¢nd), dusi¢nany pfimym méfenim v ultrafialové oblasti
spektra pti 210 nm a fosforeCnany reakci s heptamoly-
bdenanem amonnym, vinanem antimonylo-draselnym
a kyselinou askorbovou v kyselém prostredi®.

Metodika fluorescencni in situ hybridizace (FISH)
pro stanoveni nitrifikacnich bakterii

Odber, fixace a hybridizace vzorkii

Reaktor byl po ukonceni 2. testu dale provozovan.
Vzorky kalu odebrané z nitrifikacniho reaktoru po dvou
tydnech od ukoneni 2. testu byly zafixovany
4% paraformaldehydem. Homogenizovany vzorek byl
nanesen na sklicko, po zaschnuti byl zhybridizovan
s komplementarnimi sondami k 16S rRNA (ribozomalni
RNA) sekvencim zkoumanych mikroorganismd, jejich
prehled a charakteristiky jsou uvedeny v tab. 1.

Pro zvySeni pozitivniho signdlu byly kombinovany
sondy NSO1225 a NSO190 (NSO_mix) a sonda Ntspa662
se sondou Ntspa712 (Ntspa_mix). Nejprve byla provedena
hybridizace vzorku se sondou NSO190 (50% FA) a poté se
sondou NSO1225 (35% FA). Pii pouziti sond NEU,
Ntspa662, Ntspa712 a NIT3 je vyzadovana aplikace kom-
petitoru (fluorescencné neznaceny nukleotid, ktery zabra-
nuje nespecifickému vazani genové sondy tim, Ze se vaze

Tabulka I
Piehled pouzitych sond’

Stanovend individua Nazev FA

(skupina) sondy (formamid)
(%]

Betaproteobacteria nitritatni ~ NSO1225 35

Betaproteobacteria nitritatni ~ NSO190 50

vétSina halofilnich a halotole- NEU 40

rantnich Nitrosomonas

rod Nitrospirae Ntspa662 35

kmen Nitrospirae Ntspa712 35

rod Nitrobacter NIT3 40
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prednostné na misto podobné sekvence jako cilové).
Vsechny sondy byly znac¢ené barvivem Cy3.

Vysledky a diskuse

Slozeni dulni vody pro 1. test (bez nosice) a 2. test
(s nosi¢em) je uvedeno v tab. II, koncentrace Ny, byla
cca 10 mg I,

Test bez nosic¢e biomasy

Pribéh 24hodinového prvniho kinetického testu je
znézornén na obr. 1.

Nitrifikace méla klasicky pribé¢h. Koncentrace dusita-
ni stoupala az do 330. minuty, poté zacala klesat
a v 780. minuté byla téméf nulova. Koncentrace Ny, od
pocatku testu postupné klesala a koncentrace dusi¢nanti
naopak vzristala v pribéhu celého testu. V prvnim kinetic-
kém testu (bez nosi¢e biomasy) bylo dosazeno ucinnosti
odstranéni Nymen 88 % pfi 11hodinové dobé zdrzeni redlné
dilni vody v reaktoru. Pokracovani testu dalsich 13 hodin
nevedlo jiz k vyraznému uUbytku N,,o,. Soucet jednotli-
vych forem dusiku (N-NO,  + N-NO;~ + Nupen) byl
v pritbéhu testu konstantni a pohyboval se okolo 23 mg 1.
Sugina kalu byla 430 mg I'' (81 % organicky a 19 % anor-
ganicky podil).

Test s nosiCem biomasy
Pribeéh 15hodinového druhého kinetického testu je
znazornén na obr. 2.

Metodika 2. testu byla upravena zkracenim doby zdr-
zeni na 15 hodin na zakladé poznatku z 1. testu. Koncen-
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Obr. 1. Kinetika nitrifikace bez nosi¢e biomasy; @ Namon,
O N-NO,, HN-NO;5~
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Tabulka IT
Slozeni dilni vody

Ukazatel Jednotka 1. test 2. test
pH - 73 7,1

KNK, 5 mmol 1! 7,29 7,00
ZNKg 3 mmol 1 0,70 1,4

Cat+Mg mmol 1! 10,1 9,70
Namon mg 1™’ 10,8 10,0
N-NO, mg 1! 0,13 0,26
N-NO;’ mg I 11,2 10,6
P-POS*" mg I 1,02 1,17
cr mg 1" 48,3 49,4
SO, mg 1™ 832 850
NL mg 1™’ 27 18

Fecerx. mg ! 9,10 8,81
Mnenc mg I 1,78 1,92
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Obr. 2. Kinetika nitrifikace s nosic¢em biomasy;
O N-NO,, EN-NO;5”

@® Namon,

trace dusitand stoupala pomaleji nez v testu 1, coz lze vy-
svétlit pfitomnosti vyss$iho poctu bakterii zachycenych na
nosici, které jsou zodpovédné za 2. stupen nitrifikace. Pru-
béh koncentrace N-NO;  a Nyuon byl podobny jako
v prvnim testu. V druhém kinetickém testu (s nosi¢em
biomasy) bylo dosazeno ucinnosti odstranéni Ny, 84 %
pfi 11hodinové dobé zdrzeni realné dulni vody v reaktoru.
Pokracovani testu dalsi 4 hodiny nevedlo jiz k vyraznému
ubytku Nypen. SuSina kalu pred aplikaci molitanu byla
1015 mg I'' (79 % organicky a 21 % anorganicky podil) a
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po ukonéeni testu byla 220 mg "' (75 % organicky a 25 %
anorganicky podil). Zbyly kal (susina cca 700 mg 1) ulpi-
val na povrchu a uvnitf nosice, coz byl pozadavek pro
uvedeny test.

Identifikace nitrifika¢nich bakterii

Analyzovéna byla smés volné plovouci biomasy
a biomasy mechanicky uvolnéné z polymerniho nosice. Ve
vzorku byly prokazany baktérie Betaproteobakteria oxidu-
jici amoniak. Jednalo se o jednotlivé buriky ve vlockach
kalu, klastry byly pfitomny velmi vyjimecné a byly pouze
malé. Mezi zastupce této skupiny patii zejména rod Nitro-
somonas. Halofilni a halotolerantni Nitrosomonas nebyly
v reaktoru vyznamnéji zastoupeny. Z bakterii zodpovéd-
nych za druhy stupen nitrifikace (nitrataci) byli prokézani
zastupci kmene Nitrospirae. Bakterie se vyskytovaly jako
volné bunky, tvorily také mensi a stfedni Kklastry.
V nékterych vlockach bylo pritomno velké mnozstvi
klastrt, v jinych se takika nevyskytovaly.

Zaveér

Na zéklad¢ provedenych testli zamétenych na odstra-
novani amoniakalniho dusiku z dulni vody biologickou
nitrifikaci bylo zjisténo, ze v pfipadé pocatecnich koncen-
traci Namon cca 10 mg I byla dosahovana ucinnost cca
86 %. Zbytkové koncentrace Ny, byly 1,3-1,6 mg I
Pfitomnost nosi¢e biomasy nebyla podminkou dosazeni
této ucinnosti. Nulové koncentrace dusitant (Uplné nitrifi-
kace) bylo dosazeno po 15hodinové dobé zdrzeni vody
v reaktoru.

V experimentalnim vsadkovém reaktoru byla proka-
zana pritomnost bakterii tiidy Betaproteobakteria, které se
vyskytovaly pfevazné jako volné bunky, klastry byly vel-
mi malé s minimalni Cetnosti. Ze znamych bakterii oxidu-
jicich dusitany na dusi¢nany byl nejvice zastoupen kmen
Nitrospirae. Rod Nitrobacter detegovan nebyl. Identifika-
ce nitrifika¢nich bakterii byla provedena metodou FISH.

Vypracovdno v rdamci veSeni vyzkumného zaméru
MSM 6046137308 financovaného MSMT CR.
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E. Polikova, N. Strnadova, H. Stryjova,
and M. Pecenka (Department of Water Technology and
Environmental Engineering, Institute of Chemical Tech-
nology, Prague): Use of Biological Nitrification to Re-
move Ammonia Nitrogen from Mine Waters

Mine waters contains high concentrations of ammonia
nitrogen (N,n), sulfates, Fe and Mn. Their concentrations
must be decreased before release to surface waters. This
work is aimed at removing N,, by biological oxidation
(nitrification). The total efficiency of the removal for the
initial concentrations 10-11 mg L™ N,, was ca. 86 %,
both with and without using biomass carrier. The reaction
time was 15 h. The nitrification bacteria in mine waters
were monitored by the FISH (fluorescence in situ hybridi-
zation) method. Of ammonia oxidation bacteria, Betapro-
teobacteria were detected. The Nitrospira bacteria pre-
dominated in nitrite oxidation. Genus Nitrobacter was not
detected in this process.



