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Uvod

Nitrifikace je v kombinaci s denitrifikaci podstatou
biologického odstraiiovéani sloucenin dusiku z odpadnich
vod"?. Probih4 ve dvou zakladnich stupnich, za které jsou
zodpovédné dvé samostatné skupiny nitrifikacnich bakte-
rii. Do procesu vstupuje amoniakalni dusik (N-amon),
ktery je nejprve oxidovan na dusitanovy dusik (N-NO;)
aten nasledné na dusik dusi¢nanovy (N-NOj'). Oxidaci
N-amon na dusik dusitanovy (nitritace) zplsobuji bakterie
rodu Nitrosomonas, Nitrosococcus a dal$i nitrita¢ni bakte-
rie oznaCované jako AOB (Ammonium Oxidizing Bacte-
ria). Druhou ¢ast biologické oxidace vzniklych dusitant
na dusi¢nany zajist'uji bakterie rodu Nitrospira, Nitrobac-
ter a dalsi nitrataéni bakterie souhrnné oznacované jako
NOB (Nitrite Oxidizing Bacteria).

Aktivita nitrifikacnich organismt je do zna¢né miry
zavisla na teploté™, aktualni koncentraci rozpusténého
kysliku™® a technologickych parametrech &isticiho proce-
su’. Cinnost nitrifika¢nich organismti vyznamné ovliviiuje
i koncentrace sloucenin dusiku ucastnicich se nitrifikacni-
ho procesu. Zejména jsou z tohoto pohledu diskutovany
jednotlivé disocia¢ni formy N-amon a N-NO,. V tomto
ptipadé hovotime o tzv. substratové ¢i produktové inhibici
¢innosti nitrifika¢nich organismﬁg. Vétsinou se uvadi, ze
inhibici nitrifikace zplsobuji zejména nedisociované for-
my vyskytu N-amon a N-NO,, tedy nedisociovany amoni-
ak (FA — Free Ammonia) a kyselina dusitd (FNA — Free
Nitrous Acid)’. Vysledky nékterych studii naznacuji
i moznost inhibi¢niho pusobeni disociované¢ho iontu na
nékteré skupiny nitrifikaénich organismi®. Zastoupeni
zminénych disociacnich forem je zavislé zejména na hod-
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noté pH a teplotd”'’. Citlivost jednotlivych druhii a rodd
nitrifikacnich organismt vic¢i zminénym dusikatym slou-
¢eninam je pochopitelné rizna. Obecné plati, ze AOB jsou
vici témto vlivim podstatné rezistentnéjsi nez NOB. Proto
mize pii nitrifikaci za urcitych okolnosti dochazet
k hromadéni produktu ¢innosti AOB, tedy dusitand. Jejich
zvySena koncentrace pak mize sekundarné vyrazeni NOB
z ¢innosti jesté vice podpofit. Popsany jev je v prirozenych
ekosystémech naprosto nezadouci vzhledem k toxicité
dusitanl vii¢i vodnim organismam'® a za b&znych okol-
nosti se mu ze stejného diivodu snazime zabranit i pfi bio-
logickém ¢isténi odpadnich vod. Na druhou stranu je vSak
mozno cilenou selektivni inhibici ¢innosti NOB vyuZit pfi
aplikaci n€kterych inovativnich biologickych postupt od-
strafiovani N-amon™'"'2,

Cilem experimentu, jejichz vysledky jsou prezentova-
ny v rdmci tohoto piispévku, bylo ziskat formou dlouhodo-
bych laboratornich testd nové poznatky o citlivosti jednot-
livych skupin nitrifika¢nich organismi na pfitomnost FA
a FNA pii procesu biologického Ccisténi odpadni vody
s variabilnim obsahem N-amon.

Experimentalni ¢ast

Pokusy probihaly v laboratornim méfitku jako simu-
lace biologického ¢isténi odpadni vody s variabilnim obsa-
hem N-amon. Jako vstupni voda byla pouzita kalova voda
vznikajici pii odvodiiovani anaerobné stabilizovaného kalu
na Ustfedni ¢istirné odpadnich vod v Praze. Tato voda ob-
sahovala N-amon v koncentratnim rozmezi 1000-1400
mg 1" a byla vodovodni vodou fedéna na pozadovanou
koncentraci N-amon.

Experiment probihal v laboratornim modelu biologic-
kého reaktoru, ktery byl vytvoren z plexiskla. Cely model
byl umistén v termostatické skiini nastavené na teplotu
15 °C. Pracovni objem &isténé vody byl 1,5 dm’® a jeho
provzduSiiovani hrubobublinnou aeraci bylo zaji§té€no
akvaristickym motorkem. Koncentrace rozpusténého kysli-
ku v reaktoru nebyla limitovana a po celou dobu experi-
mentu pfesahovala 5 mg 1"'. Cerpani vstupujici a vystupu-
jici vody probihalo pomoci peristaltickych ¢erpadel. Reak-
tor byl na pocatku pokusu inokulovan smési kalové vody
a tzv. vratného aktivovaného kalu' odebraného v biologic-
kém stupni CiSténi na prazské ustiedni Cistirné odpadnich
vod v objemovém poméru 1:1,5. Koncentrace nerozpuste-
nych organickych latek (NL,) v pouzitém aktivovaném
kalu &inila 6,96 g I"'. V prib&hu celého provozu modelu se
koncentrace NL,,, v reaktoru pohybovala mezi 0,25-0,90
g 1", Reaktor pracoval v rezimu semikontinudlniho prito-
ku cisténé odpadni vody na principu SBR (Sequencing
Batch Reactor)' v nasledujicich pracovnich cyklech: p¥itok
odpadni vody — 10 minut; aerace — 5 hodin 20 minut bé-
hem etap 5-8 a 11 hodin 20 minut béhem etap 1-4 a 9-11;
sedimentace — 20 minut; odtok vycisténé odpadni vody —
10 minut. Objemové zatizeni amoniakalnim dusikem bylo
po celou dobu experimentll udrZovano na stabilni hodnoté
okolo 0,2 kg m=d™". Zatizeni kalu (kg N-amon pfivedené
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Tabulka I
Harmonogram provozu laboratorniho modelu
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Etapa Dny provozu N-amon vstup [mg 1] Pocet cykli za den Doba zdrzeni [h]
1 0-64 600 2 55,8
2 65222 600 2 60,4
3 223-322 300 2 36,0
4 323-384 150 2 18,0
5 385443 75 4 9,8
6 444-475 75 4 9,2
7 476511 75 4 9,0
8 512-525 150 4 17,3
9 526-533 300 2 34,0
10 534-551 600 2 68,0
11 552-570 1000 2 128,5

na 1 kg NL,,, za jeden den) oscilovalo v zavislosti na aktu-
alni koncentraci NL,, v reaktoru mezi hodnotami 0,22
20,80 kgkg'd"'. Hodnota pH nebyla regulovana, coz
omezovalo uc¢innost odstranéni N-amon na hodnotach
okolo 50 % (cit."?).

Provoz laboratorniho modelu trval celkové 570 dnt
a byl rozdélen do jednotlivych etap, ve kterych se v pfi-
blizném rozsahu 75-1000 mgl" ménila koncentrace
N-amon ve vstupni vod¢€. V zavislosti na zménach nitrifi-
kacni aktivity byla vybrana obdobi s konstantni vstupni
koncentraci N-amon rozdé¢lena do vice etap. Dilezité para-
metry laboratorniho modelu v jednotlivych etapach jeho
provozu jsou uvedeny v tab. 1.

Jednou tydné bylo svyuzitim spektrofotometru
HACH DR/4000 provadéno spektrofotometrické méieni
koncentraci jednotlivych forem dusiku (N-amon, N-NO, ,
N-NO;") ve vstupni vodé a na odtoku z reaktoru. Zaroven
byla sledovana teplota, hodnota pH a koncentrace kysliku
v reaktoru pomoci pfenosnych sond WITW pH-electrode
Sen Tix 21 a WTW Cell Ox 325. Hodnota pH byla téz
sledovéana a zaznamenévéna kontinudlné¢ pomoci sondy
Gryf PCL 321 XB2 napojené na méfici software Gryf Ma-
gic XBC. Dale byl jednou tydn¢ gravimetricky stanovovan
obsah NL,,. Prubé¢h jednotlivych etap experimentu byl
hodnocen také kinetickymi testy, pfi kterych byly koncen-
trace jednotlivych forem dusiku a dalsi diilezité parametry
proméfovany v pravidelnych intervalech vzdy béhem jed-
né aeracni faze. Stanoveni hodnot jednotlivych sledova-
nych parametrii bylo realizovano dle prace'.

Koncentrace volného amoniaku (FA) a volné kyseliny
dusité (FNA) byly na zakladg literarnich udaji’ vypocteny
podle rovnic:

1)

17 1o
1

4 [ exp(6334/(273+°C)) +10™ |

C

N-amon *

Cpy (mg lleH3) =

893

47 Crxon. 2)

C..(mgI""'HNO,) = —
o (Mg 2) 14 [ exp(-2300/(273+°C) +10™ | +1

V ramci etapy 2 byl 126. den provozu reaktoru ode-
bran vzorek biomasy aktivovaného kalu z laboratorniho
modelu, ve kterém bylo na specializovaném pracovisti
metodou FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) stano-
veno zastoupeni AOB a NOB.

Vysledky a diskuse

Podminky panujici v reaktoru a koncentrace
jednotlivych forem dusiku na odtoku

Béhem zapracovani systému pifi vstupni koncentraci
N-amon 600 mg "' (etapa 1) nepiesahovala souhrnna kon-
centrace oxidovanych forem (N-NO, a N-NOj;") na odto-
ku z reaktoru az do 58. dne pokusu 80 mg 1"'. Koncentrace
N-amon v odtoku ¢inila vtomto obdobi primérné
330 mg I''. Pokles vii¢i koncentraci N-amon ve vstupni
vodé byl vyvolan stripovanim amoniaku podpofenym vy-
sokou hodnotou pH vreaktoru'’. Ta se pohybovala
v rozmezi 8,4 a 9,2 a v pribéhu jednotlivych cykla se pii-
li§ neménila.

Na prelomu etap 1 a 2 doSlo mezi 58. a 65. dnem
k nartistu koncentrace N-NO, na 234 mg !, Zarovet se
v tomto obdobi také zacala odliSovat hodnota pH na zacat-
ku cyklu (maximalni hodnota v priibéhu cyklu, primérné
7,9) a na konci cyklu SBR (minimélni hodnota, v priméru
6,7). Tyto vykyvy v hodnoté pH byly charakteristické po
celé dalsi obdobi provozu reaktoru. Pokles hodnoty pH
vedl ke sniZzeni maximalnich dosahovanych koncentraci
FA v reaktoru, ale zroven spolecn¢ s rostouci koncentraci
N-NO, zptsobil vyznamny narist maximalnich dosahova-
nych koncentraci FNA.
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Tabulka II

Primérné hodnoty maximalni koncentrace FA a FNA do-
sahované béhem pracovniho cyklu a primérné odtokové
koncentrace N-amon, N-NO, a N-NO; v jednotlivych
etapach

Etapa  FA - FNA — Koncentrace [mg 1
max max
N-amon N-NO, N-NO;3~

1 61,42 0,001 330,5 62 6
2 13,26 0,923 323.0 322 14
3 5,54 0,754 164,2 180 5
4 3,99 0,391 74,2 87

5 1,54 0,056 36,0 34 8
6 1,35 0,046 36,1 21 20
7 0,84 0,001 30,4 3 37
8 1,04 0,061 62,3 1 73
9 5,96 0,000 176,7 0 132
10 7,30 0,067 311,5 1 340
11 9,11 0,097 502,2 1 366

V dal§im prib¢hu experimentu (etapy 2—5) byl pomér
koncentraci N-amon a N-NO, na odtoku z reaktoru rela-
tivné vyrovnany (cca 1:1,05) a konkrétni hodnoty koncen-
trace té€chto forem dusiku zavisely na vstupni koncentraci
N-amon. Koncentrace N-NO; nepfevysovala 20 mg 1.

K zasadni zméné v zastoupeni jednotlivych forem
dusiku doslo v pribéhu etapy 6. V tomto obdobi postupné
nariistalo zastoupeni N-NO; mezi formami dusiku na
vystupu z reaktoru a soucasné klesalo zastoupeni N-NO, .
V nésledujici etap€ 7 pak mezi oxidovanymi formami du-
siku N-NO;™ jasné¢ dominoval nad N-NO, . Stejn¢ tomu
bylo az do konce experimentu. Primérné hodnoty maxi-
malni koncentrace FA a FNA dosahované v prub¢hu cyklu
pfi jednotlivych etapiach provozu reaktoru jsou uvedeny
v tab. II. Zaroven tato tabulka ptinasi primérné koncentra-
ce zékladnich forem dusiku v odtoku z reaktoru.

Zhodnoceni aktivity AOB v podminkach
experimentu

Po zahajeni provozu systému pii vstupni koncentraci
N-amon 600 mg I'' nebyla patrna vyrazngji aktivita AOB.
Tuto skuteCnost je v danych podminkach mozno pripsat
piekroceni inhibi¢niho limitu FA pro AOB’. Jejich &innost
doprovazena nardstem koncentrace N-NO, v odtoku
z reaktoru (viz obr. 1) a poklesem hodnoty pH (cit.") bé-
hem pracovniho cyklu reaktoru byla zaznamenana na pie-
lomu etap 1 a 2. Narust aktivity AOB v této fazi byl patrn¢
disledkem adaptace biomasy na extrémni podminky panu-
jici v systému'. Intenzivni ¢innost AOB byla zachovana
po celé zbyvajici obdobi experimentu.
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Obr. 1. Hodnoty koncentraci jednotlivych forem dusiku ¢ na
odtoku z reaktoru mezi dny 0-222 (etapy 1 a 2); — N-amon,
N-NO; ,———N-NOy

Zhodnoceni aktivity NOB v podminkach
experimentu

Aktivita NOB byla v disledku podminek panujicich
v reaktoru potlacena béhem prvnich péti etap provozu
reaktoru. Prace’ zmifiuje v souvislosti s inhibici aktivity
NOB koncentraci FA v rozmezi 0,1-1 mg I'". Pro FNA je
z hlediska inhibice NOB dle stejnych autord zlomova kon-
centrace v rozmezi 0,2-2,8 mg 1!, Maximalni koncentrace
FA a FNA dosahované b&hem pracovniho cyklu laborator-
niho reaktoru se v etapach 2—5 postupné snizovaly, nicmé-
né pro FA se nedostavaly pod vyse uvedené rozmezi (viz
tab. I1). Maximalni dosahované koncentrace FNA pod
zminovanou inhibi¢ni mez poklesly vetapé 5 (tab. II).
Pozvolny nartst koncentrace dusi¢nanti na ukor dusitand
béhem etapy 6 sveédci o zvySeni aktivity NOB v této fazi
provozu reaktoru (viz obr. 2). V etapé 7 jiz NOB pretvare-
ly prakticky veskery N-NO, produkovany AOB na
N-NOs'.

50

40

¢, mg ™’

30 -

20

10

480 505
Cas, dny

Obr. 2. Hodnoty koncentraci jednotlivych forem dusiku ¢ na
odtoku z reaktoru ve dnech 385 - 512 (etapy 5 - 7);
—— N-amon, N-NO; ,———N-NO,"
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Prestoze v poslednich etapach (etapy 8—11) byla opét
zvySena vstupni koncentrace N-amon a maximalni kon-
centrace FA dosahovan4d béhem pracovniho cyklu byla
v etapach 10 a 11 podstatné vyssi nez v piipadé etap 3-5,
¢innost NOB jiz nebyla potlacena. Toto zji$téni prokazuje,
ze NOB jsou pti dlouhodobém provozu systému po urcité
dobé schopny snasSet koncentrace FA siln€ pfevySujici
limity zmifiované v literatuie’. Na moznost adaptace NOB
na vysoké koncentrace FA poukazuje i prace'®. Za predpo-
kladu schopnosti NOB adaptovat se na FA je mozno kon-
statovat, ze v etapach 2—5 byla z pohledu restrikce ¢innosti
NOB kli¢ova inhibice vyvolana FNA, popf. disociovanym
N-NO, (cit.*”). Nelze vyloucit ani moznost, Ze stézZejni
bylo v této fazi provozu reaktoru vystaveni biomasy sou-
casnému plisobeni FA a FNA a kolisani jejich koncentraci
vyvolané semikontinualnim pritokem ¢&isténé vody'’. Pii
zaznamenana zvySena rezistence NOB viéi soucasnému
pusobeni FA a FNA v koncentracich pfevysujicich inhibic-
ni limity'®.

Vysledky kinetickych testl a mikrobiologickych
rozbort

Vyse prezentované hodnoceni aktivity jednotlivych
skupin nitrifika¢nich organismi bylo potvrzeno i vysledky
kinetickych test a mikrobiologickych rozborid realizova-
nych v rdmci jednotlivych etap provozu reaktoru.

Pfi  kinetickych  testech  zpravidla dochazelo
k relativné rovnomérné produkci oxidovanych forem dusi-
ku v prabéhu prvni poloviny cyklu SBR, v fad¢ ptipadi
vSak bylo zaznamendno urcité snizeni rychlosti odstraiio-
vani N-amon ve druhé poloviné cyklu. Zastoupeni N-NO,~
a N-NO; mezi oxidovanymi formami se pfitom
v jednotlivych etapach pochopitelné lisilo v zavislosti na
aktualni aktivit¢ AOB a NOB (viz vySe). V obdobi, ve
kterém byly koneénym produktem nitrifikace vyhradné

60

50

40

¢, mgl™

30

20

10 -

Obr. 3. Pribéh cyklu v ramci 493. dne provozu laboratorniho
modelu (etapa 7); ———N-NH;, — N-NO;, N-NO,~
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dusi¢nany,  dochazelo  zpravidla vramci  cyklu
k prechodnému hromadéni N-NO,, coz indikuje vyssi
rychlost odstranéni N-amon ¢innosti AOB ve srovnani
s rychlosti odstranéni N-NO, v ramci ¢innosti NOB. Tato
situace je dokumentovana i v obr. 3, ktery popisuje prub¢h
cyklu 493. den provozu reaktoru v ramci etapy 7.

Mikrobiologické analyza provedend dne 126 (etapa 2)
potvrdila znaénou pievahu AOB (B-Proteobacteria, halo-
filni a halotolerantni Nitrosomonas jako malé a stfedni
klastry, dale jako volné bakterie) nad NOB (Nitrobacter,
Nitrospirae pouze v nepatrném mnozstvi)'’, coz je
v souladu s vysledky chemickych rozborii provedenych
v ramci této etapy.

Zavér

V ramci provedenych experimentil bylo potvrzeno, Ze
disociovany amoniak ptisobi inhibi¢né na mikroorganismy
obou stupntl nitrifikaéniho procesu, pfi¢emz nitritacni or-
ganismy jsou vUCi této inhibici podstatné odolnéjsi nez
organismy nitratani. Zaroven bylo prokézano, Ze pii dlou-
hodobégjsim vystaveni nitritacnich i nitratacnich mikroor-
ganismi plisobeni nedisociovaného amoniaku mize dojit
k jejich adaptaci na podminky prostiedi. Dusitanovy dusik
se pfi semikontinualnim pritoku cisténé vody zaroven
ukazal jako stézejni faktor dlouhodobé¢ inhibujici ¢innost
nitratacnich organismi pii €iSténi odpadnich vod obsahuji-
cich amoniakalni dusik v koncentraénim rozmezi 150 az
600 mg 1.

Prispevek byl vypracovan vramci reseni projekti
podporovanych  Celouniverzitni  grantovou agenturou
(CIGA) CZU v Praze, registracni cisla projektii 20122022
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L. Pacek, and J. Balik (Department of Agroenvironmen-
tal Chemistry and Plant Nutrition, Czech University of Life
Sciences, Prague): The Inhibition Effect of Nitrogen
Compounds in Nitrification of Wastewater

The aim of this work is to evaluate the influence of
NHj; and nitrites on the activity of nitrification bacteria in
biological wastewater treatment. The experiments were
performed by treating wastewater with NHj in a laborato-
ry nitrification reactor with semicontinuous flow. No nitri-
fication activity was observed in the first phase of reactor
operation at the NH; input 600 mg I An increase in the
activity of oxidising bacteria was observed only after 65
days of reactor operation. On the other hand, nitrite-
oxidising bacteria were inhibited for another 12 month
although the NH; input was gradually decreased. A gradu-
al increase in the activity of nitrite oxidising bacteria was
recorded after a decrease in NH; input to 75 mg "', Subse-
quent gradual increase in NH; concentration to 1000 mg I
did not induce inhibition of both groups of nitrification
bacteria.



