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UVODEM

Vazeni pratelé,

vitame Vas v leto3nim poslednim dvojcisle naseho
Bioprospectu. Jak jsme Vas jiz informovali v prvém cis-
le doslo v navalu prace k rozpadu redak¢ni rady a pie-
devdim k nedostatku vhodnych pfispévki vzhledem
ke zvySenému pracovnimu vytiZeni zéjemcl o bio-
technologie. Apelujeme proto na vsechny zdjemce
o biotechnologie, aby si nasli ¢as na kratké pfispév-
ky a umoznili pravidelné vychézeni 4 cisel v pfistim,
jiz 35 ro¢niku Bioprospectu.

Podnétli pro zajimavé clanky je jisté hodné a zejmé-
na v oblasti proteind. Kralovska svédska akademie véd
udélila Nobelovu cenu za rok 2024 z jedné poloviny
Davidu Bakerovi za ,pocitacovy navrh protein” a z dru-
hé poloviny Demisi Hassabisovi a Johnu M. Jumperovi
za ,predikci struktury protein@”. Ti na to vyuZili umélou
inteligenci. Tyto objevy oteviraji ohromnou perspektivu
v [é¢bé nejrliznéjsich nemoci a vytvafeni novych mate-
ridlG. Hassabis a Jumper objevili ,model umélé inteli-
gence nazvany AlphaFold2 pomoci néjz predpovédéli

strukturu 200 milion0 proteind, které byly dosud iden-
tifikovany. Tento model mohou pouzivat védci ve svych
vyzkumech zcela zdarma.

Zadame vsechny z4jemce o biotechnologie, aby nam
pomohli opét obnovit pravidelné vychéazeni naseho
Bioprospectu a podileli se na vytvofeni nové aktivni re-
dakéni rady.

| v letosnim roce zUstavaji ¢lenské pfispévky nezmé-
néné a cini 300 K¢, respektive 150 K¢ pro studenty
a dichodce. Pfislusnou castku, prosim, poukaite na
bankovni tcet spole¢nosti 19534-061/0100 pod VS,
kterym je Vase clenské ¢islo. To je soucast adresy nebo
jej mizete zjistit na adrese Danka.Pokorna@vscht.cz.

V zavéru mého kratkého Gvodu letosniho posledniho
¢isla Bioprospectu bych rad Vam vSem popial pevné
zdravi a Uspésné zvladani vSech Vasich osobnich a pro-
fesionalnich aktivit.

Jan Kas

a vsichni aktivni ¢lenové
Biotechnologické spole¢nosti

PF 2025
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ODBORNE PRISPEVKY

NOBELOVA CENA PRO BAKERA, HASSABISE A JUMPERA

NENi VELKE PREKVAPENI

Michal H. Kolaf, Jakub Drahonsky

Ustav fyzikdlni chemie VSCHT Praha,; Oddéleni komunikace VSCHT Praha

Technickd 5, 166 28 Praha 6 — Dejvice
michall.kolar@vscht.cz

Situaci ohledné udéleni Nobelovy ceny za chemii
2024 ze svého pohledu vysvétluje a popisuje docent
Michal H. KolaF z Ustavu fyzikalni chemie VSCHT Praha.
Vysvétluje, v ¢em jsou objevy tii ocenénych vyjimecné
a pro¢ neni udélenim ceny védeckd komunita zasko-
¢ena. Dodava k tématu poctivou davku vhledd a sou-
vislosti.

Nobelovy ceny za chemii 2024 byly udéleny za dva
objevy, které spolu souvisi, ale probihaly v rozdilnych
kontextech. David Baker z University of Washington,
USA ji dostal za racionalni design a syntézu protein(.
Snahy jeho tymu trvaly pies dvacet let, béhem nichz
se tym snazil vymyslet nové typy proteint. Druha cast
Nobelovy ceny, kterou dostal Demis Hassabis a John
M. Jumper ze spole¢nosti DeepMind, byla udélena za
vypocetni nastroj AlphaFold, ktery nejenze usnadnil sa-
motny design proteind, ale také zdsadné zménil zpU-
sob, jakym dnesni védci o struktufe proteint premysleji.

Proteiny jsou biopolymery, tedy v pfirodé se vyskytu-
jici molekuly slozené z univerzalnich stavebnich kame-
nd, tzv. monomerd. Buiky bézné vyuZivaji 20-22 typl
monomernich jednotek. Proteiny jsou lineérni, tedy ne-
vétvené fetizky, slozené typicky z 300 monomert. Uz
od 70. let 20. stoleti je znamo, Ze pofadi monomerd
definuje jednu konkrétni trojrozmérnou strukturu pro-
teinu. K nevyfeSenym otazkdm patfilo, jak ze znamého
pofadi monomerQ urcit trojrozmérnou strukturu. 3D
struktura proteint zéaroven urcuje jeho funkci. A svou
funkci mize plnit pouze tehdy, pokud je protein sba-
leny spravné.

Ptirodni proteiny lze klasifikovat do nékolika stovek
tfid. Davida Bakera zajimalo, jak v laboratofi vytvorit
protein libovolného tvaru mimo zndmé tidy a jak mit
kontrolu nad nékterymi jeho vlastnostmi. Kromé 3D
tvaru chtél napi. ovladat elektricky naboj na povrchu
proteinu. Nejedna se o snadny ukol, nebot ke sbaleni
nedochazi nahodné, nybrz na zéakladé slozité sité fyzi-
kélnich interakci mezi monomery. Tym Davida Bakera
navrhl nékolik vypocetnich metod, které se snoubily
v baliku Rosetta, a to mnohem dfive, nez v DeepMind
navrhli AlphaFold.

Kromé vypocetniho designu proteint Baker proteiny
také syntetizoval a ukazal, ze mohou mit uplatnéni jako
biosenzory nebo pokrocilé nanomaterialy.

O generaci mladsi Hassabis se proteiny nezabyval.
Formalni vzdélani ma v pocitacovych védach a pracoval
jako softwarovy inzenyr, ktery se soustfedi na hluboké
neuronové sité. Za ty byla mj. udélena letosni Nobelo-
va cena za fyziku J. Hopfieldovi a G. Hintonovi. Hassa-
bis pracoval v londynském startupu DeepMind, ktery
pozdéji piesel pod kfidla spole¢nosti Alphabet (vlastni

mj. i vyhledadva¢ Google). DeepMind se proslavil algo-
ritmem AlphaGo, ktery hraje deskovou hru Go pomoci
principl strojového uceni, pficemz se ukazalo, Ze po-
dobnou strategii Ize pouzit pro feSeni problému trojroz-
mérné struktury proteint.

V predikovéni 3D struktury protein( probiha pravidel-
né soutéZ CASP (Critical Assessment of protein Structu-
re Prediction). V soutéZi jsou vyhlaseny sekvence né-
kolika protein(. Organizatofi zéroveri urci 3D struktury
experimentalné, ale pfi vyhlaseni soutéze je nezvefejni.
Laboratofe po celém svété se pak mohou do soutéze
piihlasit a ze znamych sekvenci predikovat 3D struk-
tury. Po uzavieni pfihlasek se predikce porovnaji s ex-
perimentalnimi strukturami a uréi se pofadi. Prvni ver-
ze AlphaFold z dilny DeepMind nedopadla ve 13. kole
soutéze v roce 2018 vibec Spatné. Pii dalSim kole
v roce 2020 uz druhé verze, AlphaFold2, vyhréla takfi-
kajic o parnik. Celd komunita byla z vysledkd u vytrzeni
a prakticky okamzité pochopila, Ze se jedna o vyfeseni
asi 50 let starého problému. Se zvefejnénim jejich algo-
ritmu autofi zvefejnili predikce trojrozmérnych struktur
pro vSechny lidské proteiny, a pozdéji i databazi predik-
ci pro asi 200 miliond znamych proteinovych sekvenci.
AlphaFold2 (a jeho tieti verze) jsou navic volné dostup-
né na internetu a muzZe je proto pouzit kazdy. Revoluce
v uvahach o proteinech byla dokonéna a odrazila se
napfi¢ pfirodovédnymi obory od molekuléarni biologie
po medicinalni chemii.

Tietim ocenénym je J. M. Jumper, hlavni autor pu-
blikace o algoritmu AlphaFold2. Prace nese i ¢eskou
stopu — mezi spoluautory publikace i algoritmu figuru-
je Cech Augustin Zidek. Jumper Nobelovu cenu ziskal
jen nékolik let po doktoratu (dokoncil jej v roce 2017),
navic za praci, jejiz stéZejni ¢ast byla publikovana v roce
2021. Neni to casté, aby nobelovsky vybor ocenil tak-
to cerstvé objevy. Pro srovnani, letosni Nobelovu cenu
za fyziologii nebo medicinu ziskali védci za objev mik-
roRNA publikovany poprvé v roce 1993.

Dopad algoritmu AlphaFold je masivni, proto
se i na VSCHT Praha snazime seznamit studenty a stu-
dentky s jeho fungovanim. Soucasti zékladniho kurikula
nékolika bakalarskych programi je pfedmét Pocitacova
chemie, ktery pravé letos prochazi revizi. Cilem je zpro-
stfedkovat studentstvu osobni zkusenost s algoritmy
strojového uceni jako je AlphaFold. Nobelovsky vybor
nam jde udélenim letosnich cen za chemii na ruku.
Motivovat studenty a studentky bude myslim o mnoho
snazsi.

ptivodné publikovano na www.vscht.cz
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TECHNOLOGIE PRIPRAVY ,.ZELENEHO” CPAVKU

JAKO ZDROJE ENERGIE

Vaclav Svoréik

Ustav inZenyrstvi pevnych Iatek, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28 Praha 6 — Dejvice

vaclav.svorcik@vscht.cz

Profesor Vaclav Svoréik vede projekt NH; Plazmon —
Viyvoj pokrocilych fotokatalytickych technologii pro niz-
koenergetickou akumulaci a zpétnou konverzi energie
ze ,zeleného vodiku” prostiednictvim amoniaku. v ram-
ci programu Théta 2 od TACR, Vysledkem feseni projek-
tu by méla byt metoda vyroby amoniaku z mofiské vody
a vzduchu za vyuziti slunec¢niho zafeni. Tento projekt
navazuje na béZzici projekt H, Plazmon, v rdmci progra-
mu Théta 1. Finance ve vysi 43 mil. K¢ ziskané na feseni
projektu jsou vysledkem spole¢ného sili VSCHT Praha,
Elektrotechnické fakulty Zépadoceské univerzity v Plzni,
Prirodovédecké fakulty Univerzity Jana Evangelisty Pur-
kyné& v Usti nad Labem, a firmy LISS, a. s., RoZznov pod
Radhostém.

Jaka nas ¢eka budoucnost v energetice a jak k ni m-
Zeme pfispét? Lze ziskévat energii ze snadno dostup-
nych zdroja? Lidé to obecné svoji ¢innosti nasi planeté
moc neusnadnuji. Vezméme si jako pfiklad tepelnou
elektrarnu Pocerady, ktera vyrabi 7 — 8% ,Ceské” elek-
trické energie. Kazdych 20 minut se tam do kotld vysy-
pe 240t uhli, to znamena 700 t uhli za hodinu.

Ropa a uhli ndm, jako lidstvu, chté nechté jednou
dojde. VWyzvou je, abychom pfipravili ,néjakou chemi-
kalii“, kterd by se dala poutzit jako palivo a aby zdroje
pro pfipravu nebo vyrobu této chemikalie byly napros-
to dostupné. Napfiklad k vyrobé vodiku elektrolyzou je
potieba Cista voda. Nam se podafilo pfipravit struktury
aktivované sluncem, které katalyzuji stépeni i moiské
vody. Motivaci tedy je pfipravit ze vzduchu a bézné do-
stupné vody po ozéfeni sluncem amoniak pro vyrobu
hnojiv a paliva.

Proto se v poslednich nékolika letech nase pracov-
ni skupina zabyva studiem nékolika problematik, kte-
ré jsou Setrné k zivotnimu prostiedi a reaguji na zmé-
nu klimatu. Vychazime z toho, Ze na Zemi je snadno
dostupna voda, CO,, N, a slune¢ni zafeni. Studujeme
napf. ,umélou fotosyntézu” (svétlem stimulovana inte-
rakce vody a CO,), kterou Ize pfipravit methanol jako
alternativu fosilnich paliv a palivo do palivovych ¢lan-
kd). Déle sledujeme moznosti zachyceni CO, pro kon-
verzi epoxidli na karbonaty i pfi velmi nizkych tep-
lotach. Koncici projekt H, Plazmon popsal pfipravu vo-
diku (a taky dalsi vodikové technologie) z dostupnych
surovin a za dostupnych béinych podminek. Vody je
obecné na planeté dost a slune¢niho zafeni také. Jako
modelovy zdroj svétla pouzivdame lampu o vykonu
300 W/m?, kterd odpovidé intenzité slune¢niho svétla
v CR v zimé v pravé poledne. Voda, ze které ziskavame
vodik, pfichdzi do kontaktu se specialni tence poko-
venou podlozkou, na kterou dopada slunecni zéreni.
V posledni tenké struktuie kova (napf. zlata) se pdso-

benim slune¢niho zéfeni vybudi elektrony. Excitované
elektrony v kovu se dostanou do vedlejsi vrstvy redox-
-aktivni latky/materidlu, katalyzuji reakci a $tépi vodu
na vodik a kyslik.

Zékladni myslenka pro navazujici projekt NH; Plaz-
mon je obdobna. Vyuziva katalyzu, ktera je aktivova-
na slune¢nim zarenim a globéalné dostupnych surovin
(tj. voda, kterou umime $tépit na H,) a N,, kterého je
v atmosféfe 78 %). Nase prvni experimenty ukazaly, ze
ze vzdusného N, a H, z vody, katalyzované slune¢nim
zéfenim za béinych pokojovych teplot, Ize pfipravit
NH;. Timto postupem pfipravujeme cca 25 ml NH; za
1 hod. Haberova-Boschova syntéza, kterd pfeménuje
atmosféricky N, na NH; reakci s H, za vysokého tla-
ku a teploty a za piitomnosti kovového katalyzatoru.
Rocné se vyrobi na svété ca 230 mil. tun NH;, ktery se
z 809% vyuziva na vyrobu dusikatych hnojiv (450 mil.
t za rok). Vyroba NH; spotfebovava cca 2% celkové
svétové energie, coz je ohromné mnozstvi. Uvadi se, ze
i diky této reakci, narostl pocet obyvatel na Zemi oproti
roku 1900 vice neZ 4x. Haber v laboratofi v roce 1910
syntetizoval 125 ml NH; za 1 hod, takze nase uvodni
srovnani vychazi ,rozumné”. V roce 1913 Bosh vyrabél
ve firmé BASF jiZ 20 t NH; za den.

Vhodou amoniaku, oproti vodiku, je Ze snadno do-
pravuje a skladuje (obdobné jako LPG) a vyuZiva se ze-
jména na vyrobu hnojiv (asi 80 %), mocoviny, kyseliny
dusi¢né, polymer( a vybusnin. Vzhledem k rostouci po-
pulaci a ubyvajici rozloze zemédélské pady pro pésto-
vani plodin jsou a budou hnojiva v podstaté nepostra-
datelnou soucésti zemédélstvi na celém svété. Moznost
vyrdbét amoniak ekologictéjsi, energeticky Setrnéjsi
metodou za GpIné béznych podminek je to, co by mél
projekt ,svétu pfinést”.

Ideédlnim vysledkem projektu by tedy méla byt zvlad-
nuta technologie pro pfipravu ,zeleného” ¢pavku na
laboratorni Grovni za pouziti vzdusného dusiku, vody
a slunec¢niho svétla. Nasim hlavnim tkolem je pfiprava
katalyzatoru, ktery by syntézu umoziioval.

Cpavek, jako zdroj energie, se v palivovém ¢&lanku
Lspalit” neda, tudiz musi byt zase zpét rozlozen na N,
a H,, ktery uz je pfimym zdrojem energie. Proto by-
chom chtéli dale pfipravit struktury, které by pomohly
pfipravit ,Cisty” dusik (aby se mohl vratit do atmosféry)
rozkladem ¢pavku. V soucasnosti se jiz vyrabéji pali-
vové ¢lanky pro lodé a nakladni tahace, které rozstépi
NH; na dusik a H,. H, se spaluje v palivovém ¢lanku,
ale ,vznikly dusik” neni pouze N,.

Resenim tohoto projektu bychom chtéli pfispét v ob-
lasti energetiky k situaci, ve které se z pohledu omeze-
nych zdrojd energie v soucasnosti nachazime.
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ANAEROBNIi HOUBY U PREZVYKAVCU

Jan Kopecny

Laboratof anaerobni mikrobiologie, Ustav Zivo¢isné fyziologie a genetiky AV CR v Praze; kopecnyj@iapg.cas.cz

Uvod

Pozitivni a negativni interakce Zivych organism( mezi
sebou jsou rozsifenou strategii pro pieziti. Pfezvykav-
ci jsou vrcholnym piikladem holobiontd, ktefi zahrnuji
organismy slozené z vice typa zivocichGi nebo rostlin,
které diky svym unikatnim vlastnostem Ziji ve vzajemné
symbidze. Mikrobiom pfitomny v jejich pfedzaludcich
je takovym piikladem koexistence hostitele a anaerob-
nich prokaryotickych a eukaryotickych mikroorganismf,
v naSem piipadé bakterie, archaea, prvok( a anaerob-
nich hub. Jednotlivé slozky tohoto spolecenstvi jsou
zaméfeny na rozklad rozdilnych typ rostlinnych pletiv,
coz jim umoznuje dokonale vyuzivat rostlinou potravu,
a to v podstatné vétsi mife, nez je to u vétsiny ostatnich
zivocichd.

Vétsina vySe uvedenych skupin mikroorganism@ mi-
krobiomu prezvykavcli se specializuje bud na rozklad
jednotlivych pletiv rostlin, nebo jednotlivych polysa-
charidd, proteind, lipidd ¢i vyuziti nizkomolekularnich
metabolitd. Podil jednotlivych skupin mikroorganism
na rozklad vlékniny rostlin se vyrazné lisi. Fibrolytic-
ké enzymy (celulazy nebo hemicelulazy) totiz vysSimi
obratlovci nesou vibec syntetizovany. Proto mikroby,
které vldkninu stépi a metabolizuji, jsou klicem k vyuziti
slune¢ni energie uloZené v rostlinné biomase.

Vyvoj post-gastrického traveni vlakniny
Slozeni potravy ma vliv na strukturu a funkce traviciho
Gstroji (Lu et al., 2011). Piijimani Zivin u jednoduchych
mikrobl zpocatku probihalo pasivnim transportem
nizkomolekularnich iontovych latek otevienym hyd-
rofilnim kanédlovym proteinem a plsobenim koncent-
ra¢niho gradientu. Ten se pak transformoval na aktivni
transport pomoci transportnich membrénovych protei-
nd pro pienos specifickych latek, ktery ale potiebuje
volnou energii ziskanou z ATP. Transportni proteiny jsou
pro mnohé latky velmi specifické (Nikaido, 2003).
Travici trakt vétSiny obratlovcl se vyvinul z jednodu-
ché trubice, ktera se postupné pfizplisobovala poza-
davkiim na efektivni trdveni: rozzvykani hrubé potra-
vy, jeji promichani se slinami s ptyalinem (o amylaza)
umoznujici snadné polykani a nasledné traveni Skro-
bui. Hydrolyza neutrélnich jednoduchych lipida s fe-
tézci az stfedni délky dochazi jiz v Ustni dutiné pomoci
tzv. lingualni (jazykové) lipazy, produkované Ebnero-
vymi zlazami v zadni ¢asti jazyka. V Zaludku je potrava
nasledné okyselena HCl a proteiny hydrolyzovany pep-
sinem vcetné kolagenu, ktery je vici vétsSiné proteaz re-
zistentni. Hydrolyza lipidii pokracuje Zalude¢ni lipazou,
téle. Mastné kyseliny kratSich fetézct, které se uvolnuji,
jsou vstiebavany sliznici Zaludku a vstupuji do jaterni-
ho (portalniho) obéhu zprostifedkovaného vratnicovou
Zilou. Slinivka produkuje enzymy hydrolyzujici sacha-
ridy na glukany a maltézu, (pankreaticka amylaza),
stfevni sténa produkuje dalSi enzymy hydrolyzujici
poly- a oligosacharidy. Zbylé lipidy jsou rozkladany

predevsim pankreatickou lipazou a caste¢né enteric-
kymi lipdzami stfevni stény. Slinivka produkuje rov-
néz proteazy trypsin, chymotrypsin, karboxypeptidazu
a elastazu. Nukleové kyseliny jsou hydrolyzovany pan-
kreatickymi DNAsami a RNAsami.

Za pylorem usti do duodena vyvod slinivky bfisni
a Zluéniku produkujiciho Zluc¢ové kyseliny. Soli Zluco-
vych kyselin maji emulgacni ucinek na lipidy traveniny
a urychluji jejich hydrolyzu. Vedle toho jsou v duode-
nu produkovany fosfatazy, fosfolipazy, aminopeptidazy
a dipeptidazy.

Prvni vacnatci se svym post gastrickym travenim se
vyvinuli ze savch kladouci vejce (nyni jen ptakopysk,
a jezury) jiz pted 120 miliony lety. Toto uspofadani
umoznuje traveni dobfe stravitelnych potravin, ale sta-
bilita jejich stfevniho mikrobiomu neni vysoka.

Vznik a vyhody pregastrického traveni

Viyvoj piezvykavcl probihal okolo 50 miliond let a né-
které druhy byly béhem poslednich 10 tisic let domes-
tikovany (Hackmann et Spain, 2010). Evolu¢né nejstar-
8i v soucasnosti Zijici pfezvykavci patii k celedi Kanci-
IG — mali jelinci (max. 12 kg), kterych je v soucasnosti
9 druh(, vesmés z Afriky a vychodni Asie. Pfedzaludky
jsou slozené z evolu¢né nejstarsiho slezu, u prezvykav-
cl nasledovalo oddéleni bachoru spojenym s ¢epcem
zajistujici intenzivni fermentaci polysacharid(i a pfispi-
vajici k promichéavani bachorového obsahu. Travenina
byla pasazovana do knihy, slouZici k resorpci metaboli-
tl, elektrolytd, mineralnich latek a vody. K vyznamnym
piezvykavcim patfi i velryby, srnci, jeleni, buvoli, turovi-
ti, Zirafy a okapi, kabary a vidlorozi, kozy a ovce.

Vyhody pregastrického traveni se prokazaly béhem
evoluce a v soucasnosti je popsano 220 druhd sudoko-
pytnikd véetné — prezvykavct, hrochl a velryb. Mnohé
vyvojové stupné béhem minulych 40 mil. let vyhynu-
ly. Velikost a uspofadani jejich traviciho traktu je cas-
to zavislé na jejich potravnich preferencich k rliznym
druhd@m rostlinného krmiva a jeho zplsobu jeho na-
byti (Ditchkoff, 2000). Pfezvykavci tak hraji vyznamnou
roli pfi pfenosu slunecni energie fixované rostlinami
na masozravé druhy a nasledné ostatni biosféru
(Li et al. 2020)

Clovék se postupné zacal zabyvat intenzivnim chovem
pfezvykavcl a v soucasnosti chova okolo 1,4 miliardy
jedinct skotu, jak dojnic, tak i ostatnich tur( a jelend.

Vyvoj pre-gastrického traveni vlakniny

Prvni piezvykavci se vyvinuli z malych (<5 kg) lesnich
viezravcl pfed 50 miliony lety (Hackmann & Spain,
2010). Dnes existuje téméf 200 druhd rozdélenych
do 6 celedi. Mnohé vyvojové stupné béhem minulych
40 mil. let vyhynuly. Velikost a uspofadani jejich travici-
ho traktu je Casto zavislé na jejich potravnich preferen-
cich ke koncentrattim, vlaknitému krmivu nebo jejich
smési (Ditchkoff, 2000).

Bioprospect ¢. 3-4/2024

Ro¢nik 34



Slozeni mikrobioty
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Bakterie — nejpocetné;jsi jsou anaerobni bachorové
bakterie, které metabolizuji monosacharidy a oligosa-
charidy, Skroby, hemicelulozy, lipidy, celulézu, ¢astec-
né i lignin, alkaloidy a rostlinné proteiny. Urcité druhy
uvolfiuji amoniak, methan a produkuji vitaminy. Vétsina
metabolickych aktivit je produkovéna anaerobnimi bak-
teriemi. Odhaduije se, zZe z bachoru bylo izolovéano 2 500
bakterii v poctech pfes 10 bunék/ml (Perez et al.,
2024). Bakterie patfi k nejstarSim organismim naléza-
nych ve formé fosilii. Populaci bakterii provazi Siroké
spektrum bakteriofaga.

Archaea - bakteriim blizké jsou bachorova Archaea,
coz jsou organismy anaerobni, mezofilni ¢ termofilni;
reprezentované v bachoru pouze anaerobnimi metha-
nogeny (Janssen and Kirs, 2008). Ty vyuZivaji bachoro-
vy CO, a H,, které vznikaji rozkladem hexos k produkci
methanu (Pereira et al., 2022). Udrzuji tak nizky par-
cialni tlak vodiku v prostredi a slouzi tak jako redukéni
sink vodiku (odtok), ktery udrzuje vysoky gradient vodi-
ku a tim i rychlost degradace sacharidG. Bez nich by se
glykolyza podstatné zpomalila, nebo zastavila. Vodik je
klicovym metabolitem v anaerobnim prostiedi.

Prvoci — okem viditelnou slozkou bachorové mik-
rofauny jsou anaerobni prvoci. Jejich pocty je moiné
stanovit pod mikroskopem v pocitaci komdrce. Veli-
kosti se pohybuji v intervalu 5 — 250 pm (Hobson and
Stewart, 1997). Jedna se piedevsim o cele obrvena Ho-
lotricha a tastecné obrvena Spirotricha (dfive Oligotri-
cha). Podileji se na traveni rozpustnych polysacharidd
pfedevsim rozpustné polysacharidy a proteiny rostlin
(Church 1970).
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Souhrn

Anaerobni houby reprezentuji jednu z nejstarsich skupin hub, kdy spole¢ny piedek anaerobnich hub se od hlavniho vyvojového stromu
Rise Houby oddélil pred asi 66 miliony let. Evoluce anaerobnich hub je spojena s evoluci trav diky globalnimu otepleni v pozdni kiid&.
Jejich piedkové se oddélené vyvijeli v anaerobnim prostiedi v moiskych sedimentech, coz je prostfedi s minimalnimi zdroji energie.
Zde u anaerobnich hub vznikly geny s 3irokou 3kélou substratd, které jim umoznily i s témito zdroji pieZivat.

Jejich genomy jsou dodnes (az 40-200 Mb) vesmés vétsi nez u hub aerobnich. Jedna se o nejrozsahlejsi genomy zaméfené predevsim
na degradaci rostlinné biomasy. Tyto vlastnosti anaerobni houby vyuZily pfi kolonizaci traviciho traktu pfezvykavcd, kterym pomohly
k jejich prosazenim v pfirodé. Anaerobni houby v pfirodé vyrazné pfispivaji k uvolfiovani slune¢ni energie konzervovanou v rostlinné
biomase pro ostatni Zivé organismy, coz v dnesni dobé ma globalni vyznam. Vedle toho piedstavuji bohaty rezervoar genti pro manipu-
laci s rostlinnymi tkanémi.

Klicova slova: anaerobni houby, slune¢ni energie, pfezvykavci, metan

Summary

Anaerobic fungi represent one of the oldest groups of fungi. Their common ancestor split from the main evolutionary tree of the Fungi
Kingdom about 66 million years ago. The evolution of anaerobic fungi is linked to the evolution of grasses due to global warming in the
late Cretaceous. Their ancestors evolved separately in anaerobic environments in deep sea sediments, an environment with minimal
energy resources. Here, anaerobic fungi produced genes for a wide variety of substrates that allowed them to survive, even with these
resources.

Even today, their genomes (up to 40-200 Mb) are generally larger than those of aerobic fungi. These are the most extensive genomes
focused primarily on the degradation of plant biomass. Anaerobic fungi used these properties when colonizing the digestive tract of
ruminants, which they helped to establish in nature. Anaerobic fungi in nature significantly contribute to the release of solar energy
conserved in plant biomass for other living organisms, which is of global importance today. In addition, they represent a rich reservoir

of genes for plant tissue manipulation.
Keywords: anaerobic fungi, solar energy, ruminants, methane
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Uvod

S ohledem na novelu smérnice o ¢isténi méstskych
odpadnich vod (91/271/EHS) se kladou nové pozadav-
ky na obor cisténi odpadnich vod, které by mélo do
roku 2045 dosahnout pIné energetické sobésta¢nosti.
Dalsi povinnosti bude priibézné monitorovani a zvefej-
novani Udaji o jejich uhlikové stopé. Tyto legislativni
zmény stavi energetickou sobéstac¢nost (Cistiren odpad-
nich vod) COV do popiedi odbornych debat. Pro splné-
ni téchto néro¢nych cilG je nutné hledat feseni, ktera
jsou jak ekonomicky vyhodna, tak Setrna k Zivotnimu
prostredi.

Mezi diskutovanymi pfistupy k optimalizaci energe-
tické bilance COV patii napfiklad vyuZiti odpadniho
tepla z pfivdidéné odpadni vody, instalace solarnich
panelll v aredlech COV nebo navy3eni produkce bi-

oplynu. Bioplyn je povazovan za klicovy prvek pfi sna-
ze o dosazeni energetické sobésta¢nosti COV, pfitemz
jeho produkci Ize zvysit prostiednictvim intenzifikace
a optimalizace kalového hospodaistvi. Jednou z efek-
tivnich a dlouhodobé udrzitelnych pfistup( je pfidavek
biologicky rozlozitelného odpadu (BRO) do procesu
anaerobni stabilizace Cistirenskych kalG (SS, anglicky
sewage sludge). Tento ¢lanek se zabyva vlivem vybra-
nych kosubstratd a jejich organického zatizeni na anae-
robni kofermentaci s SS.

Anaerobni kofermentace

Bioplyn predstavuje kli¢covy prvek energetického hos-
podafstvi COV a je produkovan v pribé&hu anaerobni
stabilizace SS. Jeho produkce na COV s dostate¢nou
kapacitou (pro implementaci anaerobniho zpracovéni
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SS) muze zasadné ovlivnit energetickou bilanci (Meha-
riya, et al., 2018). Vyzkumy potvrzuji, Ze pokud jsou pro-
cesni parametry a technologické konfigurace optimal-
né nastaveny, mdze kalové hospodaistvi pfispét k do-
saZeni uplné energetické sobésta¢nosti méstskych COV
(Wett, et al., 2007). Hlavni prekéazkou tohoto cile je v3ak
slozeni SS, které obsahuji velky podil hiie biologicky
rozloZitelnych organickych latek (Mehariya, et al., 2018,
Nghiem, et al., 2017). Pfesto existuje nékolik zplsobd,
jak zvysit produkci bioplynu a tim i zlepsit energetickou
bilanci COV. Patii mezi né& napiiklad pieduprava sub-
stratd, optimalizace procesnich parametrd nebo zmé-
na technologického uspofadéani kalového hospodai-
stvi (Borja and Rincon, 2017, Nabaterega, et al., 2021,
Wang, et al., 2023). Jednim ze slibnych technologickych
opatieni je také pfidavek biologicky rozlozitelného od-
padu (BRO), jako jsou napfiklad potravinaiské odpady
(FW, anglicky food waste), do procesu anaerobni sta-
bilizace. BRO obsahuje vysoky podil snadno rozlozitel-
nych organickych latek, které jsou snadno preménény
na bioplyn a umozniuji vyuzit dosud nevyuZity energe-
ticky potencial odpadu (Nghiem, et al., 2017). Tento pifi-
stup, oznacovany jako anaerobni kofermentace (AcoD,
anglicky anaerobic co-digestion), umozZnuje spole¢né
zpracovani dvou a vice substratdl a pfedstavuje ekolo-
gicky i ekonomicky Setrnou variantu likvidace dalSich
odpadu. Jeji vyuziti mdze vyznamné piispét k dosaze-
ni energetické sobésta¢nosti COV, coZ odpovida sou-
¢asnym i budoucim pozadavkim na efektivni a udr-
zitelny provoz Cistirenskych zafizeni (lacovidou, et al.,
2012).

FW predstavuji jeden z nejvice diskutovanych typt
BRO. Podle aktualnich odhadl se ocekava, Ze jejich
celosvétova produkce bude nadale narGstat a do roku
2025 dosahne pfiblizné 2,2 miliard tun ro¢né. S ros-
toucim objemem FW vsak nardstaji i obavy z nesprav-
ného nakladani s timto druhem odpadu. V soucasnosti
se FW nejcastéji ukladaji na skladky nebo zpracovavaji
prostfednictvim termochemickych metod, jako je spa-
lovéni ¢&i hydrotermalni procesy, nebo biologickymi
procesy. Skladkovani FW pfedstavuje environmentalni
hrozbu, zejména kvili emisim skladkovych plynd, kte-
ré prispivaji ke kontaminaci ovzdusi, a riziku znecisténi
podzemnich vod, coz mize mit negativni dopad na lid-
ské zdravi. Navic je v soucasné legislativé skladkovani
BRO zakazano. Termochemické metody sice umozriuji
likvidaci odpadu, ale jsou energeticky naro¢né a vedou
ke ztraté organického uhliku, ktery by mohl byt navracen
zpét na zemédélskou pddu. Naopak biologické proce-
sy, jako je anaerobni fermentace nebo kompostovani,
se jevi jako efektivni a udrzitelny zplsob zpracovani FW
(Azarmanesh, et al., 2020). Pro spole¢né zpracovani
FW a SS v ramci anaerobni stabilizace jsou FW vhod-
né zejména diky vysokému obsahu organickych latek.
FW obsahuji pfevazné sacharidy, bilkoviny a lipidy, je-
jichZ zastoupeni se pohybuje v rozmezi 55,0 — 78,2 %
u sacharidd, 14,4 — 21,3 % u bilkovin a 13,0 — 22,0%
u lipidd (vztazeno k susiné) (Azarmanesh, et al., 2023).
Tato vysoka koncentrace organickych latek pfispiva
k efektivni produkci bioplynu a podporuje vyuziti FW
jako cenného kosubstratu.

Spole¢né zpracovani SS a externich organickych od-
padi je stéle castéji vnimano jako klicova strategie pro
dosazeni energetické neutrality COV. AcoD pfinasi fadu
vyhod, jako je zvyseni organického zatizeni fermento-
rd, zlepseni hloubky rozkladu hife biologicky rozlozi-
telnych organickych latek v SS nebo zfedéni toxickych
a inhibi¢nich latek (Azarmanesh, et al., 2023, lacovi-
dou, et al., 2012, Mehariya, et al., 2018). Tyto faktory
podporuji vyssi produkci bioplynu a zlepsuji stabilitu
procesu. Nicméné AcoD celi i vyznamnym implemen-
tatnim a procesnim vyzvam. Jednou z hlavnich preka-
zek je pfitomnost inertnich material v FW, jako jsou
plasty, sklo nebo keramika, které mohou plsobit me-
chanickou abrazi technické periferie anaerobnich fer-
mentor (potrubi, michadla a cerpadla). Tyto inertni
materidly se dale mohou akumulovat v bioreaktoru,
coz mize negativné ovlivnit provoz fermentort a kva-
litu stabilizovaného kalu. Proto je nezbytné vybudovat
separacni technologii pro jejich G¢inné odstranéni, kte-
ra ovéem zvySuje investi¢ni naro¢nost implementace
AcoD. Dalsim kritickym faktorem je skladovani a davko-
vani FW. Vybudovani skladovacich prostor(i a technic-
ké zajisténi pro davkovani FW vyzaduje dalsi pocatecni
finan¢ni investice. Se skladovanim externiho substratu
je Uzce svazana i strategie davkovani. Pfilis pomalé
davkovani mlze zpUsobit dlouhé skladovani FW, které
pak mize vést k degradaci organickych latek, coz sni-
zuje potencial FW pro biologickou konverzi na bioplyn.
Naopak pfilis rychlé davkovani mize pretizit anaerob-
ni systém a zapficinit akumulaci nizSich mastnych ky-
selin (NMK), kterd pak muze vést k poklesu hodnoty
pH. Pokles hodnoty pH do kyselé oblasti mize zpUsobit
inhibici aZ kolapsu celého procesu. V literatufe je uva-
déna jako optimalni hodnota pro anaerobni fermen-
taci neutralni oblast hodnot pH (Mehariya, et al., 2018,
Nghiem, et al., 2017). Pro minimalizaci rizik akumulace
NMK lIze zvazit provoz fermentor( za termofilnich pod-
minek, které mohou zajistit rychlejsi degradaci orga-
nickych latek a jejich hlubsi rozklad (Nabaterega, et al.,
2021). Déle je nutné zohlednit produkci amoniakalniho
dusiku (N,.o.), kterd je spojenad s vysokym obsahem
bilkovin v FW, konkrétné u produkt obsahujici maso
a mlé¢né produkty. Pfeména organického dusiku na
N.mon MUZe zplsobit rist jeho koncentrace, coz mlze
rovnéZ vést k inhibici nebo kolapsu celého procesu
(Ariunbaatar, et al., 2015). Soucasné vsak N, pfispiva
k neutraliza¢ni kapacité systému a slouzi jako esencial-
ni nutrient pro mikroorganismy (Mehariya, et al., 2018).

Materialy a metody

Pro jednorazové anaerobni testy byly vybrany tfi sub-
straty. Prvnim a hlavnim substratem byl smésny surovy
kal (SSK), ktery byl odebran na Ustiedni ¢istirné od-
padnich vod v Praze (UCOV), druhym byl slazeny napoj
(SN) a poslednim byl poutzity kuchyrsky olej (PO). Dva
substraty z portfolia FW byly vybrany na zékladé pred-
choziho zhodnoceni jednorazovych anaerobnich vsad-
kovych testl. Jako inokulum byl odebran anaerobné
stabilizovany kal z prvniho termofilniho stupné anae-
robni stabilizace na UCOV. Jejich kvalitativni charakte-
ristika je uvedena v Tab. 1.

Ro¢nik 34

51

Bioprospect ¢. 3-4/2024



Tab. 1: Parametry inokula a substrat(i pouzitych v jednorézovych vsadkovych anaerobnich testech.

substrat/ | CHSK. VL VL, RL RL, NL NL,; pH
inokulum | sopy 1 pgry | @by | fgb1 | fgh1 | gl | [gh] [
INOKOLUM1 25,2 25,5 15,3 2,7 1,8 22,8 13,5 8,2
INOKOLUM?2 28,2 29,4 17,0 2,6 1,7 26,8 15,4 79
SSK1 63,3 49,4 35,3 3,2 1,9 46,2 33,4 6,0
SSK2 679 49,3 34,4 3,2 2,0 46,0 32,4 6,1
SN-NZ 125 95,7 81,5 - - - - 2,4
PO-NZ 2436 876,2 876,0 - - - - 4,5
SN-VZ 133 97,2 82,3 - - - - 2,0
PO-vZ 2391 888,8 888,1 - - - - 4,6

Pozn.: Zkratkou NZ jsou oznaceny substraty vyuZity pro testovdni nizsiho zatiZeni a zkratkou VZ jsou oznaleny substrdty pro testovdni vyssiho

zatizeni

Tab. 2: Charakteristika nasazenych jednorazovych anaerobnich testt

ZatiZeni Pomér (SSK:kosubstrat) Pocatecni pH
Substrat

[9-g"J(CHSK,; NL,) [ [
SSK1 0,5 - 8,0
SSK2 0,5 - 77
SN-NZ 0,5 - 8,0
PO-NZ 0,5 - 77
SN-VZ 0,8 - 77
PO-vzZ 0,8 - 8,0
SSKT1+SN-NZ 0,5 1:1 8,0
SSK2+PO-NZ 0,5 1:1 77
SSK2+SN-VZ 0,7 1:2 7,6
SSK1+PO-VZ 0,7 1:2 8,0

Pozn.: Zkratkou NZ jsou oznaceny substraty vyuZity pro testovdni nizsiho zatiZeni a zkratkou VZ jsou oznaleny substrdty pro testovani vyssiho

zatizeni

Celkem byly nasazeny dva laboratorni testy anaerob-
ni rozlozitelnosti. Prvni test byl proveden s obvyklym
zatizenim 0,5 g-g"' (CHSK,; NL,;) a v druhém testu byly

Obr. 1: Schématické znazornéni nasazeni anaerobnich
jednorazovych vsadkovych testt.

nasazeny sady s vy$$im zatizenim (viz Tab. 2). Zvy3eni
zatizeni bylo provedeno s vétsim pomérem substrat
vyjadieny v CHSK_. Teplota inkubace byla udrzovana
pomoci termostatu pfi 55 °C. Kazda sada byla nasaze-
na v triplikdtech pro dosazeni reprezentativnosti a re-
levantnosti vysledkd. V Tab. 2 je uvedena i dosazena
hodnota pH v kofermenta¢nich smésich. Schématic-
ké zobrazeni nasazenych anaerobnich jednorazovych
vsadkovych testl je zobrazeno na Obr. 1.

Vysledky

Vysledky byly vyhodnoceny z hlediska specifické rych-
losti produkce bioplynu pfi riznych zatizenich orga-
nickymi latkami, které jsou uvedeny v Obr. 2 a Obr. 3.
V obou piipadech, Ize pozorovat, Ze sady pouze se SN
v obou zatizenich dosahovaly nejvyssich specifickych
rychlosti produkce bioplynu z ddvodu vysokého ob-
sahu sacharidd, které jsou snadno biologicky rozlozi-
telnym substratem. V sadé se SN-NZ bylo dosazeno
hodnoty 0,24 |-g'-d"" (bioplyn; NL,;) a v sadé se SN-VZ

Bioprospect ¢. 3-4/2024

Ro¢nik 34



bylo dosaieno hodnoty 0,301-g'-d" (bioplyn; NL,).
Dosazena hodnota v SN-VZ byla o 26 % vyssi opro-
ti dosazené v SN-NZ. OvSsem zajimavym poznatkem
bylo to, ze byl pozorovan mensi rozdil specifické rych-
losti produkce bioplynu v systému pouze se SN-VZ
(Obr. 2) a systému s SSK2+SN-VZ nez v systémech se
SN-NZ a SSK1+SN-NZ (Obr. 3). V pfipadé vyssich zati-
zeni (SN-VZ vs. SSK2+SN-VZ) se jednalo pouze o 26 %
zvySeni hodnoty specifické rychlosti produkce bioplynu
a v pfipadé nizsich zatizeni (SN-NZ vs. SSK1+SN-NZ) se
jednalo o 45 % zvyseni hodnoty hodnoceného ukaza-
tele. Z toho plyne, ze pfi aplikaci vyssiho zatiZzeni v pro-
cesu anaerobni kofermentace SSK a SN jsme schopni
se piiblizit maximu, ktery zde reprezentuji sady pouze
se SN (nejvyssi hodnoty specifické rychlosti produkce
bioplynu). V pfipadé systému s PO-NZ bylo dosazeno
v Obr. 2 maximalni hodnoty specifické rychlosti pro-
dukce bioplynu téméf ve stejny okamzik jako v systé-
mu SSK2+PO-NZ. Naproti tomu na Obr. 3 Ize pozoro-
vat, Ze pfi aplikaci vy$siho zatizeni systému pfitomny
SSK pravdépodobné stimuloval anaerobni rozklad hiife
rozloZitelného PO a doslo tak k dosaZeni maximalni

specifické rychlosti produkce bioplynu v krat$im case.
Pomalejsi rozklad organickych latek v systémech pouze
s PO byl pravdépodobné zplisoben obsahem vyssich
mastnych kyselin, které jsou obecné pro oleje typické
a mohly zplsobit pocatecni inhibici rozkladu (Shi, et al.,
2024, Tvrzicka, et al., 2011). V obou pfipadech (Obr. 2
a Obr. 3) bylo dosazeno nizsi hodnoty specifické rych-
losti produkce bioplynu v kofermentacnich testech
oproti systému se samotnym PO.

Pro shrnuti naméfenych maximalnich hodnot spe-
cifické rychlosti produkce bioplynu v kofermentacnich
sadach bylo dosazeno hodnot 0,17 I-g'-d' (bioplyn;
NL,), 0,05 I-g'-d' (bioplyn; NL,,), 0,24 |-g"'-d"' (bioplyn;
NL,;) a 0,07 I-g'-d" (bioplyn; NL,;) v sadach SSK1+SN-
-NZ, SSK2+PO-NZ, SSK2+SN-VZ a SSK1+PO-VZ. Z do-
sazenych vysledk(i specifickych rychlosti produkce
bioplynu Ize potvrdit, Ze vhodnéjsim kosubstratem
pro AcoD s SSK se jevil SN z dlivodu vyssich rychlosti
rozkladu obsazenych organickych latek v substratu.

Dalsim parametrem, podle kterého byl hodnocen
efekt jednotlivych kosubstratd byla specificka produk-
ce bioplynu. Vysledky dosaziené v jednotlivych testo-
vanych sadach jsou graficky znézornény

na Obr. 4. U sad SSK1 a SSK2 byly za-
znamenany hodnoty 0,459 |-g" (bioplyn;
VL) a 0,393 |-g' (bioplyn; VL,). V sa-
dach s niz8im zatizenim SN-NZ, PO-NZ,
SSK1+SN-NZ a SSK2-PO bylo dosazeno
nasledujicich hodnot specifické produk-
ce bioplynu: 0,784 |-g" (bioplyn; VL,,),
1,213 I-g" (bioplyn; VL,;), 0,665 I-g" (bio-
plyn; VL) a 0,787 l-g' (bioplyn; VL,,).
V sadach pfi vy$Sim zatizeni SN-VZ,
PO-VZ, SSK2+SN a SSK1+PO bylo dosa-
zeno 0,723 |-g' (bioplyn; VL,;), 1,168 |-g"
(bioplyn; VL,;), 0,770 1-g" (bioplyn; VL,,)
a 0,787 |-g* (bioplyn; VL,;) specifické pro-
dukce bioplynu. Uvedené vysledky potvr-
zuji, ze pridavkem kosustratd lze zvysit
nejen absolutni mnozstvi vyrobeného

Obr. 2: Specificka rychlost produkce bioplynu pfi nizsim zatizeni.

bioplynu, ale i jeho specifickou produk-
ci vztazenou na jednotkovou hmotnost
zpracovaného substratu.

Zvlasté zajimavym zjisténim bylo, ze
v sadé SSK2+SN-VZ pfi vy$Sim zatizeni
byla specifickd produkce bioplynu do-
konce o 6,6 % vyssi nez v sadé pouze se
SN-VZ. Tento jev naznaluje, Ze pfitom-
nost snadno biologicky rozlozitelného
substrdtu maze stimulovat rozklad hafe
biologicky rozlozZitelnych organickych la-
tek, coz vede ke zvyseni efektivity procesu
anaerobni fermentace. Synergicky efekt
pii kombinaci rGznych substratd muaze
byt klicovym faktorem zlepsujicim celko-
vou vytéznost bioplynu a bude ovéfovan
dalSimi experimenty.

Dalsim klicovym hodnocenym parame-
trem byl vliv pfidavku externiho kosub-
stratu na odvodnitelnost stabilizovaného

Obr. 3: Specificka rychlost produkce bioplynu pfi vy3sim zatiZeni.

kalu, coz je faktor s pfimym dopadem na
provozni naklady COV. Naklady jsou ovliv-
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nény zejména piepravou do mist dalSiho zpracovani
cistirenskych kal@, kde u Iépe odvodnitelného kalu je
predpoklad, Ze po jeho odvodnéni bude snizen objem
a jeho hmotnost (Azarmanesh, et al., 2020). Zlepseni
odvodnitelnosti stabilizovaného kalu muze tedy vy-
znamné pfispét k celkové ekonomické efektivité provo-
zu, protoze mensi objem a hmotnost stabilizovaného
kalu znamena nizsi naklady na transport a dalsi zpra-
covani. Odvodnitelnost stabilizovaného kalu byla testo-
vana centrifuga¢ni metodou, ktera se ukazala byt jako
vhodnéjsi pro zhodnoceni charakteristiky odvodnova-
ni nez dfive ¢asto vyuZivana metoda ¢asu kapilarniho
sani (CST). Metoda CST sice umoziiuje relativné rychlé
stanoveni odvodnitelnosti, avsak jeji vysledky mohou
byt méné relevantni, a ne vidy dobie koreluji s real-
nymi provoznimi podminkami. Centrifuga¢ni metodou
se vice piilblizujeme podminkdm odvodfiovani v pra-
xi, ¢&imZ poskytuje pfesnéjsi obraz o skute¢né odvod-
nitelnosti stabilizovaného kalu. Na Obr. 5 jsou graficky
znazornény vysledky dosazené pfi stanoveni odvod-
nitelnosti u kalG z jednorézovych anaerobnich testd.
Na vertikalni ose je uvedena susina kalového kolace
(cm, k) v procentech, které bylo dosazeno po odstie-
déni za specifickych podminek (13000 min’', po dobu
10 minut). Tato data ukazuji rozdily mezi jednotlivy-
mi sadami a umoziiuji hodnotit vliv pfidavku rdiznych
kosubstratli na odvodnitelnost stabilizovaného kalu.

Pfi prvnim pohledu na grafické znazornéni odvodnitel-
nosti anaerobné stabilizovaného kalu Ize zpozorovat, ze
s rostoucim zatiZzenim organickymi latkami odvodnitel-
nost kalu klesa. Vyjimkou byla pouze sada SN-NZ. V této
sadé doslo k snizeni miry odvodnitelnosti vysledného
produktu ve srovnani se sadami pouze s SSK, tak i se
sadami s vy$Sim zatiZzenim. DalSi zajimavy vysledek byl
dosazen v kofermentacni sadé SSK2+SN-VZ, kde bylo
dosazeno obdobné cm, k, jako u testl pouze s SSK,
které byly méné zatizené. Z toho vyplyva, Ze pfi imple-
mentaci AcoD SSK se sacharidickym kosubstratem je
mozné zvysit zatizeni fermentor(, s ¢imz je spojena
i vy3si rychlost produkce bioplynu pfi zachovani vlast-
nosti stabilizovaného kalu z hlediska odvodnitelnosti.
Ovsem pro potvrzeni této teze je nutno otestovat vice
typl substratl s vysokym obsahem sacharidd. Z dosa-
zenych vysledk Ize konstatovat, Ze odvodnitelnost kal(
zalezi zejména na zvoleném kosubstratu a také na zati-
Zeni systému. Publikaci ovéfujicich vliv téchto paramet-
rt na odvodnitelnost stabilizovanych kalG neni mnoho,
a proto je nutno vénovat této problematice vice pozor-
nosti. Napfiklad Autofi Silvestre et al. se ve své publikaci
zaméfili na AcoD SS a tukd a zjistili, Ze pfi termofilnich
podminkach doslo ke zhorSeni odvodnitelnosti stabili-
zovaného kalu ve srovnéni s kaly z anaerobni fermen-
tace samotného SS. Pravdépodobnou pfi¢inou tohoto
zhor3eni byl nadmérny obsah vy3ssich mastnych kyselin,

které jsou charakteristické pro tuky a ole-

je, jak jiz bylo zminéno vyse. Tato zjisténi
z publikace Silvestre et al. koresponduiji
s vysledky dosazenymi v rdmci tohoto ex-
perimentu, zejména v kofermentacnich
testech s pfidavkem PO pfi vyssim orga-
nickém zatizeni za termofilnich podmi-
nek (Silvestre, et al.,, 2014).

Zaver

Vysledky jednorazovych anaerobnich
testl ovérfujicich vliv pfidavku externich
substratd na anaerobni stabilizaci SSK
byly hodnoceny na zakladé tfi parametrd:

Obr. 4: Namérena specifickd produkce bioplynu zévisla na volbé sub-

stratu nebo jejich kombinaci a organickém zatiZeni.

maximalni rychlosti produkce bioplynu,
specifické produkce bioplynu a odvod-
nitelnosti stabilizovaného kalu. Nejlépe
se na zakladé ziskanych vysledkd speci-

fické rychlosti produkce bioplynu a spe-
cifické produkce bioplynu jevil systém
SSK2+SN-VZ. Hodnoty specifické produk-
ce bioplynu a specifické produkce bioply-
nu dosahovaly 0,24 |-g'-d"" (bioplyn; NL,;)
a 0,770 |-g" (bioplyn; VLzz), coz piedsta-
vovalo zvy3eni oproti samotnému SSK
0 3859% a 969%. Tretim hodnocenym
parametrem byla odvodnitelnost stabi-
lizovaného kalu, kter& ma zasadni vliv
na provozni naklady zpracovani kald.
Pfestoze vyssi organické zatizeni obecné

Obr. 5: Susina kalového kolace v procentech po centrifugaci stabili-
zovaného kalu v zavislosti na volbé substratu nebo jejich kombinaci

a organickém zatizeni.

vedlo ke zhorSeni odvodnitelnosti, vy-
sledky kofermentacnich testi se SN byly
i pfi vy83im zatiZzeni (SSK2+SN-VZ) srov-
natelné se sadami obsahujicimi pouze
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SSK. Vyjimkou byl systém SSK+PO-VZ, kde byla od-
vodnitelnost vyrazné ovlivnéna vlastnostmi samotného
substratu, coz vedlo ke sniZeni uéinnosti odvodnéni.
Na zékladé ziskanych vysledk( se SN jevi jako pfiklad
vhodného kosubstratu pro dalsi testovani v kontinual-
nim provozu, a to i pfi vy3sich zatiZenich. Pouziti toho-
to kosubstratu nejen zvySuje rychlost produkce a spe-
cifickou produkci bioplynu, ale také zachovava stejné
vlastnosti stabilizovaného kalu z hlediska odvodnéni
i pfi vy38im organickém zatiZzeni ve srovnani s odvod-
nitelnosti stabilizovaného kalu ziskaného z anaerobni
fermentace pouze se SSK. Implementace sacharidic-
kého substratu ma tedy potencidl sniZit provozni na-
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V nynéjsi dobé je stéle vice diskutovana energeticka sobéstaénost cistiren odpadnich vod a uhlikova neutralita. Pro dosazeni nebo ales-
poii pfiblizeni se k témto idealdm je nutno hledat a nasledné implementovat takovéa technologicka feseni, ktera jsou 3etrna k Zivotnimu
prostiedi a udrZitelnd z provozniho a ekonomického hlediska. Kli¢ovym procesem pro energetickou sobéstaénost je vyroba bioplynu
z kall, kterd ale jen vyjimetné dokaze zabezpecit dostate¢nou produkci elektrické energie. Proto se intenzivné hledaji cesty, jak pro-
dukci bioplynu na ¢istirnach zvysit. Jednou z moznosti je spole¢né zpracovavani ¢istirenskych kalt a vhodnych biologicky rozlozZitelnych
odpad( prostiednictvim anaerobni kofermentace. Mezi hojné diskutované biologicky rozloZitelné odpady patii zejména potravinaiské
odpady. Jejich spole¢né zpracovani anaerobni cestou ma fadu vyhod. Napfiklad zkraceni dojezdovych vzdélenosti pfi jejich dopravé na
Cistirnu odpadnich vod oproti dojezdovym vzdéalenostem do lokalit jejich obvyklé likvidace (spalovny, skladky, bioplynové stanice), které
vede ke snizeni uhlikové stopy. Neposlednim stézejnim benefitem je zvySeni Gcinnosti anaerobniho rozkladu kald pfidavkem snadno
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rozlozitelnych organickych latek, ktera mlze stimulovat hlub3i rozklad hdfe rozlozitelnych latek obsazenych v ¢istirenskym kalu. Dal3imi
vyhodami jsou zfedéni toxickych a inhibujicich slozek, vyuziti pIné kapacity stabiliza¢nich nadrzi, coz vSe napoméha ke zvyseni produk-
ce bioplynu. Anaerobni kofermentace ¢istirenského kalu a potravinaiského odpadu ma vsak i technologicka rizika, ktera je nutno brat
v Uvahu pfi jeji implementaci. Potravinaiské odpady mohou obsahovat inertni material jako je porcelén, sklo nebo plastové obaly. Tyto
nezadouci pfedméty musi byt alespor z ¢asti odstranény, aby jejich abrazivni plsobeni na mechanické ¢&asti bylo snizeno na minimum.
Na ¢istirnach odpadnich vod bude nutno vybudovat potiebné technické vybaveni pro davkovani, skladovéani nebo i hygienizaci potra-
vinaiskych odpadd. Pro vyfeseni téchto problémi budou provozovatelé ¢istiren odpadnich vod nuceni do investi¢nich akci v podobé
skladovacich nadrzi, technologii pro separaci inertniho materidlu, homogenizaci potravinaiskych odpadt a jeho davkovani. Dale davko-
vani potravinaiskych odpad(i do anaerobnich stabiliza¢nich nadrzi mlze ovlivnit stabilitu procesu anaerobni fermentace. Potravinaiské
odpady mohou obsahovat vy33i mnoZstvi organického dusiku, ktery je v anaerobnim prostiedi pfeménén na amoniakalni formu, jenz
je zndmym inhibitorem anaerobni fermentace. Dal$im procesnim problémem je vysoky obsah snadno rozlozZitelnych organickych Ia-
tek, tudiz mize dojit k snadnému pfetizeni procesu organickymi latkami, které se projevi acidifikaci systému. Oba procesni problémy
mohou zpUsobit inhibici aZ kolaps celého procesu. Posledni dvé zminéné piekazky Ize zmirnit nebo odstranit vhodnym technologic-
kym uspofadanim, vybérem vhodného potravinaiského odpadu a jeho poméru k cistirenskému kalu. Publikace se zabyva hodnocenim
anaerobni biologické rozlozZitelnosti potencialnich kosubstrét( reprezentujicich rGzné druhy potravinaiskych odpadd pomoci jednorézo-
vych anaerobnich test( v termofilnich podminkach.

Klicova slova: anaerobni kofermentace, bioplyn, potravinaiské odpady, ¢istirensky kal

Summary

In recent years, the energy self-sufficiency of wastewater treatment plants (WWTPs) and carbon neutrality have become increasingly
prominent topics. Achieving or even approaching these ideals requires the exploration and subsequent implementation of technological
solutions that are environmentally friendly and operationally and economically sustainable. A key process for energy self-sufficiency is
biogas production from sewage sludge, however, this process rarely generates sufficient electricity. Therefore, strategies to enhance
biogas production at WWTPs are being actively explored. One promising approach is the co-processing of sewage sludge with suitable
biodegradable waste through anaerobic co-digestion. Among the widely discussed biodegradable waste types are food industry resi-
dues. Anaerobic co-processing of these residues offers numerous advantages, such as shorter transport distances to WWTPs compared
to traditional disposal locations (e.g., incinerators, landfills, or biogas plants), thus reducing the carbon footprint. Another significant
benefit is the enhancement of anaerobic sludge degradation through the addition of easily degradable organic compounds, which can
stimulate the breakdown of more recalcitrant substances in the sludge. Additional advantages include the dilution of toxic or inhibitory
substances and the optimal utilization of stabilization tank capacities, all of which contribute to increased biogas production. Neverthe-
less, anaerobic co-digestion of sewage sludge and food waste presents technological challenges that must be addressed during its
implementation. Food waste can contain inert materials such as porcelain, glass, or plastic packaging, which must be partially removed
to minimize abrasive damage to mechanical components. Furthermore, WWTPs will require specialized equipment for dosing, storing, or
even sanitizing food waste. Addressing these issues will necessitate capital investments by WWTP operators in facilities such as storage
tanks, technologies for inert material separation, homogenization of food waste, and its controlled dosing. The dosing of food waste
into anaerobic stabilization tanks can also impact the stability of the anaerobic fermentation process. Food waste often contains ele-
vated levels of organic nitrogen, which can be converted into ammonia in anaerobic conditions a known inhibitor of the fermentation
process. Additionally, the high content of easily degradable organic matter in food waste can lead to overloading the system, resulting
in acidification. Both issues can cause inhibition or even collapse of the entire process. These challenges can be mitigated or resolved
through appropriate technological setups, careful selection of food waste types, and optimal ratios of food waste to sewage sludge. This
publication evaluates the anaerobic biodegradability of potential co-substrates representing various types of food waste using single-
-stage anaerobic batch tests under thermophilic conditions.

Key words: anaerobic co-digestion, biogas, food waste, sewage sludge

INHIBICE BIOLOGICKE DENITRIFIKACE OXIDEM
DUSNATYM, JEJi VCEASNA DETEKCE A PREVENCE
NEGATIVNIHO VLIVU NA DENITRIFIKACI
PRUMYSLOVYCH ODPADNICH VOD
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uvobD fit i na silné znecisténé primyslové odpadni vody
(Park et al. 2009). Primyslové odpadni vody vsak casto

Inhibice denitrifikace pramyslovych predstavuji pro denitrifika¢ni mikroorganismy néro¢-
odpadnich vod né podminky, jako jsou vysoké koncentrace dusi¢na-
Biologicka denitrifikace je Siroce pouzivanou tech- nd, rdzné doprovodné slozky, jako jsou sirany, kovy,
nologii pro odstrafiovani oxidovanych forem dusiku soli, a ¢asto neoptimalni hodnoty pH (Lefebvre et al.
v Cistirnach odpadnich vod, ale jeji potencial Ize rozsi- 2006, Luo et al. 2021). Jak heterotrofni, tak autotrofni

Bioprospect ¢. 3-4/2024 56 Ro¢nik 34



denitrifikace byly studovény pro rdzné pramyslové
aplikace, napi. pro odpadni vody z ddlniho prémyslu
(Di Capua et al. 2017), primyslu nerezové oceli (Ma-
nipura et al. 2005), rybafstvi Maridngel et al. 2008)
a dalsi. Byly zjistény Gspésné podminky pro denitrifi-
kaci, a to i pro extrémné vysoké koncentrace dusi¢na-
nu uranu z jaderného primyslu nebo z primyslu hno-
jiv (Biradar et al. 2008, Dhamole et al. 2007). Potencial
heterotrofni i autotrofni denitrifikace pro cisténi pra-
myslovych odpadnich vod zatizenych vysokymi kon-
centracemi dusi¢nan( a sirand v kombinaci s vysokou
salinitou studoval (D’Aquino et al. 2023) se zaméfenim
na inhibici anorganickymi ionty (Na*, Cl, SO,> a K*).
Heterotrofni denitrifikace byla zcela inhibovana pfi
20 g/l Na* (jako NaCl), 30g/l Na* (jako Na,SO,)
a 30 g/l CI- (jako KClI), zatimco autotrofni pfi 8 g/| Na*
(jako NacCl), 10 g/I Na* (jako Na,SO,) a 15 g/l CI- (jako
KCI). Redukce dusitand byla studovanymi ionty inhibo-
vana méné nez redukce dusi¢nant a kli¢covou roli v cel-
kové inhibici denitrifikace zasolenim hral jak osmoticky
tlak, tak toxicita jednotlivych iontd. Feng a spol. vyuzili
adaptace denitrifikant( tolerantnich k solim pro cisténi
odpadnich vod s vysokym obsahem dusi¢nant a vyso-
kou salinitou (Feng et al. 2023).

Inhibice oxidu dusnatého

| kdyz denitrifikovana odpadni voda neobsahuje Zad-
né dalsi inhibi¢ni latky, jsou bezprostiedni podminky
koncentrace dusi¢nand, dusitand a organického sub-
stratu rozhodujici pro urceni, zda jsou jednotlivé kro-
ky denitrifikace v rovnovéze. Denitrifika¢ni reakce se
ve skute¢nosti sklada ze ctyr kroka:

NO;. >>> NO,. >> NO (aq) > N,O > N, M

Je zndmo, Ze nejrychlejsi je prvni krok, tj. reduk-
ce dusi¢nan na dusitany, a za ur¢itych podminek
muizZe byt redukce dusitand rychlejsi nez redukce
oxidu dusnatého, coz vede k jeho hromadéni. Rada
autorl popisuje akumulaci dusitan béhem denitri-
fikace (Kampschreur et al. 2009, Zhang et al. 2022).
Akumulace dusitand maze byt disledkem zpozdéni
syntézy nitritreduktdzy nebo inhibice nitratd v reduk-
taze oxidu dusnatého (Betlach et al. 1981). O inhi-
bi¢nim Gc¢inku meziproduktu NO na spotiebu CHSK
je zmifiovano také v jiné literatufe (Casey et al. 1992.
Schulthess et al. ve svych pracech popsali akumulaci
NO v dasledku narazového zvyseni koncentrace dusi-
tand a nasledné inhibice dalSich krokd denitrifika¢ni-
ho procesu (Schulthess et al. 1995). Lu et al. uvedli,
ze oxid dusnaty inhibuje téméf vSechny N-reduktazy
a v bakterialnich bunkach je bézné detekovan ve vel-
mi nizkych koncentracich (Lu et al. 2014). Oxid dusna-
ty, vznikajici plsobenim nitritreduktazy, inhiboval oxi-
dazovou aktivitu Paracoccus denitrificans (Carr et al.
1990).

Studie (Schulthess et al. 1995) zkoumala produkci
tékavych meziproduktt denitrifikace jak za normal-
nich podminek, tak za vysokych koncentraci dusitand.
Mikrobialni odpovéd na vysoky nitritovy puls je ovliv-
néna fyziologickym stavem biomasy, u denitrifikacnich
organismi nasycenych dusi¢nany a substratem dochazi
k vyrazné akumulaci NO a N,O spolu se silnou a dlou-

hodobou inhibici nebo destrukci jejich denitrifika¢niho
metabolismu. Vyzkumnici navrhli, ze vysoka cista pro-
dukce NO po nitritovém pulzu je zplsobena lagovou
fazi v aktivité NO reduktazy. Naznacili, Ze pfima inhibice
reduktdzy oxidu dusnatého dusitany by mohla vysvétlit
pocatec¢ni nec¢innost tohoto enzymu.

Denitrifikace, kterd se uplatriuje jako plnohodnotna
technologie ¢isténi primyslovych odpadnich vod, musi
fesit nejen pozZadavky denitrifikacniho procesu, kdy
je tfeba vyvazit viechny faze slozitého mikrobialniho
procesu, ale také problémy vyplyvajici z povahy vyroby
a slozeni odpadnich vod. V realném provozu docha-
zi k nevyhnutelnému koliséni koncentraci dusi¢nant
a dalSich doprovodnych sloucenin v odpadni vodé.
Navic méfici a kontrolni pfistroje béziné pouzivané ve
vyzkumu nejsou v praktickych aplikacich vzdy k dispo-
zici (lverson et al. 2018, Privett et al. 2010) a v pfipadé
naruseni rovnovahy procesu mlze dochazet k uvolno-
vani NO a inhibici denitrifikace.

Tento c¢lanek popisuje snahy o prevenci problém{
s inhibici NO v priimyslovém méfitku s vyuzitim zdroja,
které jsou za téchto podminek k dispozici. Zasahy a op-
timalizace biologického ¢isténi odpadnich vod v tak
velkém méfitku mohou pfinést nejen finan¢ni vyhody
z nepieruseného provozu vyroby, kteréd se musi zasta-
vit, pokud cistirna nefunguje tak, jak je pozadovéno, ale
také vyznamny piispévek k ochrané zivotniho prostiedi.

Materialy a metody

Popis cistirny odpadnich vod

Biologicka denitrifikace se uplatiuje pfi cisténi pra-
myslovych odpadnich vod z vyroby nitrocelul6zy s vy-
sokou koncentraci kyselin dusi¢né a sirové a pH kolem
1,5. Pii cisténi odpadnich vod z vyroby nitrocelulézy
se pouziva denitrifika¢ni systém. Objem produkova-
nych odpadnich vod je pfiblizné 2 miliony m3 ro¢né.
Koncentrace dusi¢nanového dusiku v surové odpadni
vodé se pohybuje od 100 do 400 mg/I, siranti od 1 do
2 g/l a teplota od 15 °C do 35 °C (Stanek et al. 2012).
Pramérny pritok odpadnich vod 4786 m3/den. Cistir-
na odpadnich vod (COV) ma dva hlavni technologické
stupné, neutralizaci a denitrifikaci. Prefiltrovana odpad-
ni voda je Cerpéna z filtra¢ni stanice pfes smésovac do
neutraliza¢niho reaktoru. Do sméSovace se davkuje
50% NaOH. V neutraliza¢nim reaktoru je instalovana
pH sonda InPro 4260i/SG/225 (METTLER TOLEDO)
a dusi¢nanova iontové selektivni elektroda N-ISE sc
(HACH). Ve vytoku z neutraliza¢niho reaktoru by voda
méla mit hodnotu pH 2,2 — 2,5. Nasledné zvy3eni pH
na pozadovanou hodnotu 7 zajistuji hydroxidové ionty
vznikajici pfi denitrifikaci podle rovnice 2.

12NO; + 5C,H,0H = 6N, + 10CO, + ()
+ 120H + 9H,0

Ethanol jako organicky substrat, 5% NaOH pro ko-
nec¢nou piesnou upravu pH a kyselina fosforec¢na jako
zdroj zékladni Ziviny se davkuji do smésného denitri-
fikatniho reaktoru, ktery je vybaven sondou Nitratax
(UV absorp¢ni méfeni sumy dusitand a dusi¢nano-
vého dusiku — HACH), sondou LDO - luminiscenéni
méfeni rozpusténého kysliku (HACH) a sondou pH:
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InPro 4260i/SG/225 (METTLER TOLEDO). Upravena
voda se oddéluje od kalové biomasy v sedimentacni
nadrzi, ¢ast se vraci do denitrifika¢niho reaktoru jako
vratny kal. Zbytek prebyte¢ného kalu je mechanicky
zahustén a predan k likvidaci.

Priubéh a monitorovani denitrifikacniho procesu

Koncentrace dusi¢nant a pfitékajici odpadni vody se
béhem dne méni, nékdy i vyrazné, a vykyvy vzhledem
k charakteru vyroby nelze ovlivnit. Koncentrace dusi¢-
nanl v pfitoku do denitrifika¢niho reaktoru se méfi
sondou ISE jako zéklad pro vypocet skute¢né miry zati-
zeni dusi¢nany spolu s pfitokem odpadni vody. Povaha
signalu z iontové selektivni elektrody neumoziiuje jeji
poutziti jako kontrolni sondy pro davkovéni ethanolu,
takZe provoz je odkéazéan na kontrolu zaloZenou na son-
dé Nitratax. Sonda Nitratax méfi aktudlni koncentraci
obou oxidovanych forem dusiku (dusi¢nant s dusitany
dohromady) v denitrifika¢nim reaktoru a automaticky
fidi davkovani ethanolu jako substratu pro denitrifikaci
podle vlastniho signalu a hmotnostniho zatizeni dusi¢-
nanovym dusikem.

Déavka ethanolu se urcuje vynasobenim hmotnost-
niho zatizeni dusi¢nanovym dusikem koeficientem za-
mérné nastavenym vy$s$im, nez je stechiometricka spo-
tieba ethanolu. Regulator ma dvé omezeni:

a) maximalni pratok ethanolu je omezen na 400 I/h

b) davkovani ethanolu se zastavi, kdyz signal sondy
Nitratax klesne pod 10 mg/l, a obnovi se, kdyz signal
opét stoupne na 10 mg/l. Vysledkem je, ze davkovani
etanolu je velmi nerovhomérné, ale umoznuje udrzet

relativné stabilni Gcinnost denitrifikace, i kdyz celi vy-
raznym vykyvim v mnoZstvi a kvalité pfitékajici odpad-
ni vody.

Optickd luminiscen¢ni kyslikova sonda (LDO) moni-
toruje rozpustény kyslik (Mitchell et al. 2006) a je po-
nofena v denitrifika¢nim reaktoru. Kyslikova sonda byla
specialné umisténa pro kontrolu anoxickych podminek
v horni ¢asti reaktoru, kde by mohlo dochazet k diftzi
atmosférického kysliku. Béhem inhibi¢nich udalosti do-
sahovala kyslikova luminiscen¢ni sonda v denitrifikac-
nim reaktoru extrémné vysokych Grovni signalu, které
pfesahovaly mozné koncentrace rozpusténého kysliku
(Klaus et al. 2017). Vysvétlenim byla interferen¢ni reak-
ce sondy na vysokou koncentraci NO. Podobné zjisténi,
ze optickd sonda méfici kyslik v laboratornim denitri-
fikatnim testu zaznamenala vysokou Uroven, pfestoze
do reaktoru nebyl pfivadén zadny kyslik, publikovali
(Klaus et al. 2017a).

Méfreni signalu LDO sondy v pritomnosti NO
Laboratorni pokus byl proveden s cilem prokazat, zda
sonda skute¢né reaguje na pfitomnost oxidu dusnaté-
ho a zda je schopna rozlisit koncentraci rozpusténého
oxidu dusnatého s dostatecnou citlivosti. Experiment
spocival v proplynovani destilované vody oxidem
dusnatym, ktery byl pfipraven redukci dusitant dvoj-
mocnym Zelezem a dosazeni nasyceného roztoku oxi-
du dusnatého za danych tlakovych a teplotnich podmi-
nek. Vétsina zdrojt uvadi, Ze maximalni rozpustnost NO
ve vodé je 2 mmol/I pfi teploté 20 °C a tlaku 1,013 kPa

(Zacharia et al. 2005. Ignarro et al. 2000.

Obr. 1: Zavislost signalu LDO sondy na koncentraci oxidu dusnatého.
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Obr. 2: Sledovani udalosti inhibice NO vcetné davkovani ethanolu (I/h), zatizeni dusi¢nanovym dusikem (kg/d),
odezvy sondy Nitratax (NO* + NO? mg/l) a sondy LDO (O, mg/l) registrujici vyvoj NO.

Vysledky a diskuse

Signal kyslikové sondy LDO a koncentrace NO

Interference sondy LDO s oxidem dusnatym byla po-
tvrzena i jinymi autory (lverson et al. 2018, Klaus et al.
2017), ale zavislost signalu sondy na koncentraci roz-
pusténého NO nebyla dosud zndma, aby bylo mozné
kvantifikovat jeji mnozstvi a navrhnout na jejim zakladé
provozni opatieni. Zavislost signalu sondy LDO na kon-
centraci NO je prezentovéna na Obr. 1.

Citlivost sondy LDO na rozpustény oxid dusnaty je
tedy témér 2x vyssi nez citlivost samotného rozpusté-
ného kysliku. V nepfitomnosti kysliku je odezva sondy
linearni az do jejiho maximalniho rozsahu, ktery pred-
stavuje 36,8 mg/l NO a je schopna detekovat i vel-
mi nizkou koncentraci NO 2,4 mg/l. Moznost konti-
nuélniho méfeni koncentrace NO je velmi uzite¢nym
nastrojem, ktery umoznuje okamizitou detekci jeho
pfitomnosti béhem denitrifikace a umozfiuje véasné
technologické zasahy, aby se pfedeslo problematickym
situacim, které by mohly snizit G¢innost procesu.

Sledovani vyskytu inhibice NO

K inhibi¢nimu jevu dochazelo vidy nahle a v nékte-
rych pfipadech byl doprovazen i pfitomnosti dusikatych
plynt nad povrchem denitrifika¢niho reaktoru. Inhibi-
ce méla za nasledek uplné zastaveni denitrifikace na
nékolik hodin az dni, coz zpUsobilo, ze cistirna odpad-
nich vod nebyla schopna zpracovavat odpadni vodu

a zpUsobilo zna¢né problémy pro priimyslovou vyrobu.
Nastup inhibice byl vidy extrémné rychly, bez varov-
nych indikatorQ. Za Gcelem zjisténi souvislosti se zhor-
Senim procesu byly podrobné prostudovany a porov-
nany vsechny dostupné tidaje z monitorovani procesu.

Z Obr. 2 je patrné, ze po prudkém a enormnim nards-
tu signalu kyslikové sondy LDO doslo k narGstu odezvy
sondy Nitratax, pfestoZe se pfitok dusi¢nanl vyrazné
snizil. Jde o zifejmou reakci na hromadéni dusitand,
které nebyly redukovény v dlsledku inhibi¢ni pfitom-
nosti NO. K obnoveni denitrifikacniho procesu doslo
az po redukci NO, kdy se odezva sondy LDO vratila na
uroven jako pfed inhibici. Je zfejmé, ze zahdjeni dav-
kovani ethanolu odpovida zvyseni koncentraci dusita-
nd. V okamziku jejich kulminace zacina stoupat odezva
sondy LDO detekujici oxid dusnaty, ktery zacina inhibo-
vat denitrifikaci.

Kdyz byly koncentrace NO a N,O méreny specificky-
mi online senzory spolu s kyslikovou sondou, pocatecni
davka dusitand do reaktoru zptsobila okamzity nardst
koncentrace NO v kapalné fazi a nasledné pomalejsi
narlst koncentrace N,O (Privett et al. 2010, Iver-
son et al. 2018). Narlst koncentrace NO odpovida na-
rGstu hodnot signalu DO sondy Hach LDO a test s in-
jektovanou vodou z vodovodu s Cistym oxidem dus-
nym a oxidem dusi¢itym ukazal, ze k interferen¢nimu
Gcinku na sondu LDO dochazi pfi pfidavku NO, nikoli
N,O (Klaus et al. 2017a).
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Obr. 3: Piiklad pribéhu véasného zasahu proti vyskytu inhibice pomoci signélu LDO sondy. Nitrataxovd sonda
(NO* a NO?), nitratovd ISE sonda (NO*) a LDO sonda (NO).

Potlaceni inhibice na zakladé znalosti vyskytu NO

Pfi studiu okolnosti, které inhibici pfedchazely, se
ukazalo, ze k ni obvykle dochézi po nahlém zvyseni
organického zatizeni. Z Obr. 2 a Obr. 3 je patrné, Ze
néahlé zvyseni zatiZeni dusi¢nany vyvold zvySenou dév-
ku substrétu, ktera pietrvava, i kdyz zatizeni dusi¢nany
klesa, pficemz se pfeménuji, ale pouze na dusita-
ny. To bylo patrné i z odkaz(, Ze vysoka produkce NO
nasleduje po akumulaci dusitan (Zhang et al. 2022,
Jones et al. 2008, Pan et al. 2013, Thakur et al. 2019).
Snizeni davky substratu nastdva se zpozdénim az pfi
sniZeni G¢innosti denitrifikace a zvySeni nezreagova-
nych dusi¢nand.

Na zakladé novych poznatk{ Ize uplatnit rychlé snizo-
vani davky substratu, protoze davku dusiku nelze pfilis
ovlivnit. Pfi zvy3eni odezvy LDO sondy lze déavkovani
etanolu okamzité vypnout. Trend signalu se velmi rych-
le obratil a zacal klesat, dokud nedosahl zpét nulové
trovné koncentrace NO. Poté se davkovani substratu
obnovi a koncentrace dusi¢nanti v reaktoru zac¢ne kle-
sat a denitrifika¢ni aktivita se obnovi. Od doby, kdy bylo
pouzito preruseni davkovani substratu na zakladé sig-
nélu sondy LDO, nebyla pozorovana Zzadna vyrazné;jsi
dlouhodoba inhibice. Obr 3 dokumentuje pribéh kon-
centrace oxidu dusnatého v denitrifika¢nim reaktoru
méfeny sondou LDO a pfepocteny pomoci rovnice 3.
Je vidét, Ze opakované snizovani davky ethanolu vede
k rychlé pfeméné inhibi¢niho NO a navratu k normal-
nimu pribéhu denitrifikace. NarGst odezvy sondy LDO
vidy nasleduje po zvyseném davkovani ethanolu, ale
po rychlém preruseni davkovani ethanolu odezva son-
dy v rozmezi 30 min. rychle klesd, coz svéd¢i o poklesu

koncentrace oxidu dusnatého. Pro srovnani doba trvani
inhibice bez v¢asné Upravy davkovani substratu doku-
mentovana Obr. 2 dosahovala az 300 min.

Vliv mnozstvi substratu potvrzuji i vysledky studie
(Pan et al. 2013), kde byla kvantitativné zkoumana dis-
tribuce elektron mezi rtizné reduktazy oxidu dusnaté-
ho béhem denitrifikace. Viysledky ukazaly, Ze k elektro-
nové konkurenci dochazi nejen za podminek omezova-
ni substratu, ale i za podminek jeho hojnosti. N,O jako
nasledny produkt redukce NO se hromadil, kdyz byl tok
elektront sméfujici k redukci dusitant vys$si nez tok
sméfujici k redukci N,O. Snizeni inhibice Ize doséahnout
také pfidanim nékterych vnéjsich cinidel. Produkci N,O
z denitrifikacnich bioreaktor( s fluidni vrstvou Ize sniZit
pomoci davkovéni vapniku (Ca?*), coz vsak neni pfilis
vhodné pro velké objemy a pratoky odpadnich vod (EI-
dyasti et al. 2014).

Vztah pH a teploty k inhibici

Vsechny naméfené tdaje byly vyhodnoceny ve vzta-
hu k inhibi¢nim stavim vcetné Gdaji o pH a teploté.
Ukazalo se, Ze pét z osmi inhibici nastalo pfi pH nizsim
nez 6,5, pficemz primérné pH v reaktoru je 7,6%0,2.
Dva pfipady se vyskytly kolem pH 7 a v jednom pfipadé
dokonce pH 7,4 nezabranilo inhibici. Zavér neni zcela
jednoznacny, ale pievazuje vyskyt inhibice pfi nizsim
pH. Vliv nizSiho pH pozorovali také Pan et al. a zjistili,
Ze pfi niz8§im pH dochazi k vyraznéjsi akumulaci mezi-
produktt denitrifikace (dusitand a oxidu dusného). DG-
vodem zpomaleni rlstu koncentrace oxidu dusnatého
muZe byt i nizsi teplota. Teplota v reaktoru se pohybuje
od 16 °C do 35 °C v zavislosti na ro¢nim obdobi a k in-
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hibici dochazelo prakticky v celém tomto rozmezi bez
vyznamnéjsiho vztahu k teploté (Pan et al. 2012).

Zavéry

Oxid dusnaty jako meziprodukt denitrifikace je vysoce
toxicky, a proto je zodpovédny za inhibici denitrifikace
odpadnich vod z vyroby nitroceluldzy, a zplsobuje tak
vazné problémy. Pfi zkoumani pficin jeho vyvinu a moz-
nosti jeho monitorovani byla zjisténa zavislost signalu
kyslikové sondy na jeho koncentraci.

Kyslikové optickd luminiscen¢ni sonda byla kalibro-
vana na méfeni NO v nepfitomnosti kysliku. Zavislost
je linearni a lze ji vyjadfit jako NO [mg/I] = 1,866 O,
[mg/l], v disledku ¢ehoz Ize méfit koncentraci oxidu
dusnatého v odpadni vodé.

Sledovanim zvySeného signalu kyslikové sondy zpa-
sobeného pfitomnosti NO je mozné zasahnout dfive,
nez se inhibice rozvine na nebezpecnou troveri. Prudké
zvySeni signalu z kyslikové sondy je spojeno s vysokym
zatizenim dusi¢nany, které v pfitomnosti odpovidajici
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Biologicka denitrifikace se pouZiva k ¢isténi primyslovych odpadnich vod z vyroby nitrocelulézy, které obsahuji vysoké koncentrace
dusi¢nan( a sirand. Obcasny vyskyt oxidu dusnatého (NO) vsak proces denitrifikace vyrazné inhibuje, coz snizuje Gcinnost ¢isténi a zpG-
sobuje vazné problémy pfi vyrobé nitroceluldzy. B&hem inhibi¢nich udaélosti detekuje kyslikova luminiscenéni sonda v denitrifikaénim
reaktoru mimofadné vysoké urovné signélu. Byl potvrzen vztah mezi signdlem sondy a piitomnosti NO a sonda byla kalibrovéna pro
koncentrace NO v rozmezi 2,4 az 37 mg/I. Porovnani nadmérného signélu sondy, pfitomnosti NO a technologickych podminek denitrifi-
ka¢niho procesu ukazalo, Ze tvorba NO je vyvolana nadmérnym mnoZstvim ethanolu jako organického substratu pfi vysokém hmotnost-
nim zatizeni dusi¢nany. Toto predavkovani je zplisobeno pfedevsim automatickou regulaci davkovani ethanolu, kteréa se opira o signal
ze sondy Nitratax. Sonda Nitratax reaguje na obé oxidované formy dusiku, dusi¢nany a dusitany. KdyZ se rychlost redukce dusitand zpo-
mali, dusitany se v systému hromadi. Sonda Nitratax v3ak signalizuje dodate¢né déavkovani etanolu na zakladé koncentrace dusitan,
i kdyZ to neni nutné. Hromadéni dusitantl narusuje dalsi krok denitrifikace, redukci NO, coz vede ke zvySeni koncentrace NO a inhibici
procesu. Signal kyslikové sondy tak slouZi jako systém vcéasného varovani, ktery umoziiuje v€as zasahnout a zabranit tak vzniku inhibi¢-
nich stavi. Kdyz signal kyslikové sondy vzroste, kratka pfestavka v davkovani ethanolu muize zabranit akumulaci NO a zabranit inhibici
mezi 6,1 — 6,3. Nebyla vsak zjisténa zadna souvislost mezi vyvojem NO a teplotou v rozmezi 16 — 35 °C.

Klicova slova: denitrifikace; vysoké zatizeni dusi¢nany; primyslové odpadni vody; inhibice NO; reakce kyslikové sondy na NO
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Summa

Biologicalrgenitrification is used to treat industrial wastewater from nitrocellulose production, which contains high concentrations of
nitrates and sulfates. However, the occasional occurrence of nitric oxide (NO) significantly inhibits the denitrification process, reducing
treatment efficiency and causing serious issues in nitrocellulose production.

During inhibition events, the oxygen luminescence probe in the denitrification reactor detects exceptionally high signal levels. The rela-
tionship between the probe signal and the presence of NO was confirmed, and the probe was calibrated for NO concentrations ranging
from 2.4 to 37 mg/L.

A comparison of the probe’s excessive signal, the presence of NO, and the technological conditions of the denitrification process reve-
aled that NO formation is triggered by an overdose of ethanol as an organic substrate under high nitrate mass loading. This overdosing
is primarily caused by the automatic ethanol dosage control, which relies on the signal from the Nitratax probe. The Nitratax probe
responds to both oxidized nitrogen species—nitrates and nitrites. When the reduction rate of nitrites slows, nitrites accumulate in the
system. However, the Nitratax probe signals for additional ethanol dosing based on nitrite concentrations, even when it is unnecessary.
Nitrite accumulation disrupts the next step in denitrification, the reduction of NO, resulting in increased NO concentrations and process
inhibition. The oxygen probe signal thus serves as an early warning system, enabling timely intervention to prevent inhibitory conditions.
When the oxygen probe signal rises, a brief pause in ethanol dosing can prevent NO accumulation and avoid process inhibition.
Additionally, a correlation was observed between inhibition events and lower pH levels in the denitrification reactor, particularly within
the range of 6.1 — 6. 3. However, no connection was found between NO evolution and temperature within the range of 16 °C - 35 °C.
This insight highlights the importance of monitoring and controlling operational parameters to optimize denitrification efficiency and
minimize disruptions in industrial wastewater treatment.

Keywords: denitrification; high nitrate loading; industrial wastewater; NO inhibition; oxygen probe response to NO
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