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PROVOZNi APLIKACE NITRITACE A ANAMMOX V CR
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Az do sedmdesatych let minulého stoleti se mélo
za to, Ze biologicka oxidace dusiku (N-amon) je mozna
pouze v oxickém prostiedi. Az v sedmdesatych letech
minulého stoleti bylo publikovédno (Broda 1977), ze je
na zakladé termodynamickych pfedpokladd anaerob-
ni oxidace N-amon nejen moznd, ale ve skute¢nosti
energeticky vyhodnéjsi nez bézna nitrifikace v oxickych
podminkach. Touto studii pfedpovédél existenci che-
molitotrofnich bakterii schopnych oxidovat N-amon
v anaerobnich podminkach dlouho pfedtim nez byly
pro svét mikrobiologli a biotechnologti objeveny. Sku-
tec¢ny objev tohoto procesu byl popsan az na pocatku
devadesatych let dvacéatého stoleti (Van de Graaf a kol.
1990) a stalo se tak do jisté miry nahodou. Béhem
provozu denitrifikacni pilotni jednotky na ¢isténi od-
padnich vod ve spolecnosti Gist-Brocades (Delft, Nizo-
zemsko) bylo pozorovano, Ze na odtoku z reaktoru mizi
N-amon, pfi¢emz souc¢asné dochazelo ke zvysené pro-
dukci elementéarniho dusiku. V navazujicich experimen-
tech (Mulder a kol. 1995) stejny tym ukazal, Zze N-amon
skute¢né mizi za anaerobnich podminek prostfednic-
tvim biologického procesu. Tento nové objeveny pro-
ces byl podle anglického oznaceni déje (Anaerobic
ammonium oxidation) nazvan Anammox. Od samotné-
ho objevu anammox bakterii Sel vyzkum tohoto proce-
su doslova prekotnou rychlosti. Mohl za to potenciélni
pfinos, ktery mohl Anammox proces pfinést v oboru
¢isténi odpadnich vod i dostupné moderni mikrobio-
logické postupy zaméfené na identifikaci mikroorga-
nismd. V roce 2001 jsme jiZz znali nejen zakladni popis
Anammox procesu chemickou rovnici, byly identifiko-
vany prvni dva rody bakterii (Brocadia, Kuenenia), byla
popsana jejich unikatni buné¢na struktura (anammo-
xosome), enzym HAO, extrémné pomaly rlst a nutnost
specialnich reaktord. Byly vyvinuty molekularni sondy
(FISH) a potvrzena diverzita (v realnych distirnach od-
padnich vod). A dnes jsem s poznanim jesté déle.

VyuZziti Anammox procesu v technologii
cisténi odpadnich vod

Dnes je Anammox proces povaZzovan za jednu z nej-
vyznamnéjSich inovaci v biologickém odstrafiovani
dusiku. Na uzemi ceské republiky jsou zatim pouze
omezené zkuSenosti z poloprovozniho méfitka, a do-
posud neexistovala Zadna plné provozni aplikace.
Pfitom v zahrani¢i je Anammox povazovéan za jednu
z nejpokrokovéjsich a dobfe zavedenych technologii
pro odstranovani sloucenin dusiku. Provozni aplikace
vyuZivajici uvedeného procesu jsou v soucasné dobé
ve svété vyuzivany zejména k odstranovani dusiku
z odpadnich vod s vysokymi koncentracemi dusiku
(N-amon >200 mg/l), jako je napfiklad kalové voda
vznikajici pfi zahustovani a odvodiiovani anaerobné
stabilizovaného kalu (Kouba a kol. 2018). Existuji i zkuse-

nosti se zpracovanim samotného skladkového vyluhu
(N-amon >1200 mg/l) s vyuzitim procesu Anammox
(Ganigué a kol. 2009).

Proces Anammox je ve své podstaté zaloZen na
spojeni aktivity vlastnich mikroorganismu vykazujicich
Anammox aktivitu s procesem zkracené nitrifikace za-
jistované mikroorganismy, které se podileji i na kon-
ven¢ni nitrifikaci. Takovyto proces byva oznacovan jako
PN/A (z anglického partial nitrification/anammox).
Nitrifikace vS8ak musi byt fizena tak, aby jejim kone¢nym
produktem byl dusitanovy, nikoliv dusi¢nanovy dusik
(probiha nitritace). Nitrita¢ni mikroorganismy (AOB -
— Ammonium Oxidizing Bacteria) oxiduji 57 % vstup-
niho N-amon na NO; podle rovnice 1, coz oproti
nitrifikaci m{zZe uspofit cca 50 — 60 % energie na aeraci.
Tato Gspora je déna pravé skutecnosti, ze postaci bio-
chemicky oxidovat pouze ¢ast amoniakéalniho dusiku
a navic je oxidace ukoncena jiz v dusitanovém stupni.

NH; + 1,5 O, = NO, + H,0 + 2H* )

Postup nitritace/denitritace byl nejen v zahranici, ale
také v ramci CR v laboratornich podminkach jiz pred
mnoha lety uspésné aplikovan jako metoda pro oddé-
lené ¢isténi kalové vody (Jenicek et al.,, 2004; Svehla,
2004) a posléze otestovan i v poloprovoznim méfitku
(Radechovsky et al., 2015), nicméné a7 dosud se v CR
nedockal provozni aplikace.

Anammox bakterie vyuZivaji v procesu zbyly N-amon
a dusitany vyprodukované v rdmci nitritace nasledné
pfeméni na plynny N, dle rovnice 2 (CH,0,sN, 5 pfed-
stavuje biomasu)(Straus a kol. 1998).

NH,; + 1,32 NO; + 0,066 HCO; + 0,13 H* —  (2)
— 1,02 N, + 0,26 NO; +
+ 0,066 CH,0, 5N, s + 2,03 H,0

ProtoZze Anammox bakterie patfi na rozdil od deni-
trifikacnich bakterii mezi chemolitotrofni organismy,
dusik je odstranén prakticky bez naroku na organicky
substrat. Zaroven se pfi odstranovani dusiku vypro-
dukuje aZ o 90% méné piebyte¢ného kalu. Navic,
vykonnost technologii zalozenych na procesu Anam-
mox muze byt velice vysoka (navrhované zatizeni
se v zavislosti na konkrétnich podminkach pohybu-
je okolo 0,35-2,3 kg-N/m3/d, v nékterych pfipadech
i 10 kg-N/m3/d (Kouba a kol. 2018), a pro odstranéni
dusiku tedy staci nadrze mensiho objemu.

Pro technologické uspofadani PN/A byly od sa-
mého pocéatku (Straus a kol 1998) doporucovany
semikontinuélni vsadkové reaktory (SBR-Sequencing
Batch Reactor). Ty umoznuji presné fizeni jednotlivych
fazi—aeraci pro CasteCnou nitritaci, anoxické pod-
minky pro anammox, sedimentaci a odtok. Vétsina
PN/A aplikaci je dnes jednostupiiovd, coz znamena,
ze nitrifikace na dusitany a Anammox probihaji v jed-
nom reaktoru. Pro skladkové vyluhy s vysokym obsa-
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hem N-amon a nizkym pomérem C:N je SBR idealni,
protoZe umoziiuje jemné fizeni koncentrace rozpus-
téného kysliku a udrzeni pro Anammox vyhodného
poméru NO;:NH; pfiblizné 1:1. Pfesto je nutné po-
Citat s provoznimi obtizemi, jako je dlouhd doba za-
pracovani procesu kvali pomalému rlstu anammox
biomasy, citlivost na teplotu a pfitomnost toxickych
latek ve skladkovém vyluhu. SBR poskytuje flexibilitu,
ale vyzaduje pokrocily monitoring a disledny technolo-
gicky dohled, aby PN/A proces doséhl akceptovatelné
Gcinnosti a spolehlivosti.

Problematika skladkovych odpadnich vod

Skladkové odpadni vody (SOV) jsou casto cistény
v rdmci bézné aktiva¢ni linky COV. Tato praxe vdak ma
svoje limity a mlze pfedstavovat riziko nartistu koncen-
trace celkového dusiku na odtoku z COV.

SOV piedstavuji slozity typ odpadni vody s vysokymi
koncentracemi amoniakalniho dusiku (¢asto N-amon >
> 1200 mg/l) a celkového dusiku (TN > 1800 mg/L),
nizkym pomérem C/N. Organickd slozka je tvofena
pfevazné latkami velmi Spatné rozloZitelnymi. Dalsi po-
tizi je vysoky obsah rozpusténych anorganickych soli
(RAS >10 g/L) a obsah tézkych kovi (Cu, Zn atd.). Tyto
vlastnosti se méni podle stafi skladky. Nemalou roli hra-
je i aktualni hydrometeorologické podminky. Proto se
kvalita SOV vyznamné méni a mlze ovliviiovat G¢innost
procesu jejich cisténi.

Ve svété, zejména v Asii jiZ existuji pomérné bohaté
zkudenosti s Cisténim SOV procesem Anammox. Evropa
ma funk&ni Anammox technologie pro skladkové vyluhy
v provoznim méfitku ve Spanélsku (katalansko) (Magri
a kol. 2021) a Némecku (Emscherbruch) (Azari a kol.
2017) a Italii (Trento) (Lanzetta 2021). Ve Spanélsku jde
o dvoustupiiovy PN/A proces v SBR reZimu, pracujici
pii teplotach 25 °C (PN), respektive 35 °C (Anammox).
V piipadé Némecka maji zkusenosti s Cisténim SOV
technologii Anammox v dvoustuprfiovém uspofadani
od roku 2006. Jde o kontinudlné protékanou distirnu,
pracujici pfi teplotach 16-35 °C, kombinujici vyuziti
biomasy v suspenzi (aktivovaného kalu) s biomasou
na aktivnim uhli. V pfipadé italského provozu jde o jed-
nostupriovy proces PN/A v SBR rezimu pracujici pfi
pramérné teploté 23,3 °C. Tyto systémy jsou obvykle
dvoustupiiové a casto doplnéné fyzikalné-chemickymi
procesy pro odstranéni organického znecisténi.

Nitritace SOV na BCOV Pardubice

Vlysoka poptavka po cisténi skladkovych vod, existen-
ce bioplynové stanice v aredlu BCOV a volna kapacita
BCOV Pardubice nas vedla k pfebudovani jedné z ne-
vyuZitych aktiva¢nich nadrzi na zafizeni pro oddélené
zpracovani. Plvodni aktiva¢ni nadrz byla piebudovana
na Ctyfi samostatné nadrze (AN13.1-13.4), kazda o ob-
jemu 1000 m3. Kazdé z nich muze slouzit jako samo-
statny SBR reaktor. Pfi ndvrhu procesu byly dvé nadrze
ur¢eny pro nitritaci a dvé pro Anammox v rezimu SBR.
Dvé z téchto nadrzi jsou zakryté a vybavené systémem
odtahu vzdusniny, kterd je déle ¢isténa pomoci foto-
katalytické jednotky. DalSi aktivacni nadrz byla rekon-
struovana pro pfijem a retenci SOV. Jeji celkovy objem

pfesahuje 4000 m3. Neni sice michand, pfesto castec-
né pomaha vyrovnavat rozdily ve slozeni jednotlivych
SOV. Voda z reten¢ni nadrze AN14 mUze byt Cerpana
do libovolné nadrze AN13.x, pficemz je mozné i vza-
jemné piecerpavani mezi nimi. Déle je moZna inokula-
ce nadrzi z pfilehlé aktiva¢ni linky. Pfedcisténa voda je
fizené ¢erpana bud do jedné z aktivacnich linek, nebo
na natok méstskych odpadnich vod, kde je nasledné
rozdélena na vsechny tii biologické linky.

Moznym feSenim, jak zvysit bezproblémovy pfijem
téchto odpadnich vod s extrémné vysokym obsahem
sloucenin dusiku je jejich separétni predcisténi s na-
slednym docisténim na hlavni aktiva¢ni lince. Za timto
Gcelem je mozino aplikovat proces nitritace/denitri-
tace PN/A

Ackoli laboratorni vyzkumy provedené v letech
2017 - 2019 na pracovisti KAVR CZU (Svehla et al. 2018)
jednoznacné prokazaly nutnost a benefity fedéni SOV
fugatem z bioplynové stanice vznikajicim po zahusté-
ni Cistirenskych kald, nebylo z provoznich divod( toto
doporuceni vyuzito. Fugat v naSem piipadé obsahuje
zna¢né mnozstvi mikroplast(, jimiz by byly reaktory
zanaseny. Hlavnim ddvodem pro fedéni skladkovych
vyluh je vysoky obsah RAS (respektive vysoka salini-
ta ¢i vodivost). Z literatury (Soliman 2018) je znamo,
Ze tento parametr mlzZe vyznamné ovliviiovat aktivitu
nitritacnich organism0 AOB. Pficemz inhibi¢né pulsobi
hodnoty RAS nad 5000 mg/| (Zhang et al., 2015).

Provoz nitritace SOV byl zahdjen v fijnu 2023. Cilem
bylo uvést nové vybudované SBR do stabilniho nitri-
ta¢niho procesu a ziskat data pro nasledné vyuZziti bio-
logickych technologii PN/A. Na rozdil od zahrani¢nich
provoznich aplikaci je proces udrzovan pii teplotach
umérnych aktualnim klimatickym podminkam. Dale je
tfeba zminit, Ze proces je fizen bez externi Gpravy pH.
Tim je limitovéana G¢innost odstranéni amoniakélniho
dusiku. Ro¢ni kolisani teplot je od zimnich minim ko-
lem 10 °C po maxima pocéatkem podzimu okolo 25 °C.
Byly zkouseny dva zplsoby zapracovani nitritace, je-
den s inokulaci kalem z aktivaéni linky BCOV a druhy
bez inokulace. Adaptace a narGst funk¢ni kultury byl
ovlivnén chladnym obdobim roku, proto o adaptaci
kultury v pravém slova smyslu mGzeme mluvit spiSe
az od dubna 2024. Nicméné i zima 24/25 ukazala,
ze pfi déletrvajicim provozu pfi nizkych teplotach
v néadrzich (pod 12 °C) sice dochazi k vyraznému snize-
ni rychlosti procesu, ale kumulace dusitan je pfi téchto
podminkach stale vyznamna (az 809% N-amon je oxi-
dovéano na dusitany).

Od z4fi 2024 dosahuje proces pomérné stabilnich vy-
sledkd. V tomto obdobi (podzim 2024) trval pracovni
cyklus reaktoru pfiblizné sedm dni a v jeho pribéhu
se pohybovala teplota v rozmezi 17,5 - 19,0 °C. Zatizeni
dusikem ¢inilo 0,11 kg(N-amon)/(m?3.den) a byla do-
sazena rychlost odstranéni 62 g (N-amon)/(m3.den),
coz znamenalo téméi 609% ucinnost odstranéni
celkového dusiku. Z odstranéného mnozZstvi amonia-
kalniho dusiku pfeslo 75% na dusitanovy dusik.
Mnozstvi kalu v nadrzi béhem cyklu bylo asi 1700 kg
(NLzZ).

Hodnota celkového zatizeni reaktoru dusikem neni
vysokd. Jak bylo uvedeno vyse, béhem laboratorni-
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ho vyzkumu, kdy byla SOV fedéna ctyrikrat fugatem,
bylo dosahovano zatizeni pfiblizné 0,4 kg(N-amon)/
/(m3.den). Vzhledem k prostiedi nefedénych SOV je
viak akceptovatelna.

Pokud to kvalita SOV dovoli, tzn., pokud je pfiznivy
pomeér dusiku a neutraliza¢ni tlumivé kapacity, je moz-
né sniZenim zatiZzeni dospét k vy$Simu stupni odstra-
néni N-amon.

Dosavadni provoz prokazal celoro¢ni moznost udrze-
ni nitrita¢niho procesu v SBR reZimu pro Gpravu SOV
za Ucelem ziskani vhodného pfitoku pro pfipadny
ANAMMOX reaktor.

Potvrzeni Anammox aktivity
v provozovaném systému

SBR reaktory byly fizeny v nitritacnim rezimu, to zna-
mend, ze byly provzdusiovéany. S pfibyvajici dobou
provozu dochézelo stéle castéji k ¢asové vyznamnym
Usekdm, kdy byla v reaktorech pozorovana minimalni
koncentrace kysliku. Soucasné se prohlubovaly nesrov-
nalosti v dusikaté bilanci. V letnich mésicich 2025 byla
pozorovano jiz odstranéni celkového dusiku na trovni
55 % z plvodniho mnozstvi. Vzhledem k pifedpokladu
nizké dostupnosti substratu pro denitrifikacni aktivitu
byly odeslany vzorky kalu na FISH analyzu.

FISH analyza z 30. 7. 2025 prokéazala ve vzorku aktivo-
vaného kalu jednozna¢nou pfitomnost anammox bak-
terii pomoci obecné sondy Amx368. Jejich signal byl
hodnocen jako velmi ¢asty, pficemz se vyskytovaly pie-
vazné ve formé malych kompaktnich klastr(i o velikosti
do 5-10 pm. Volné buriky nebo fidké klastry byly po-
zorovany jen vyjimecné. | pfes omezeny soubor snim-
kG poskytla obrazova analyza pfibliznou kvantifikaci:
median ~4,2 %, primér ~5,6 %, tedy cca 5,5 % plochy
celkové biomasy. Tento podil a charakter signalu svédci
o vysokém biologickém potencialu pro anammox pro-
ces v daném vzorku.
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Soucasné byly detekovany bakterie oxidujici amoni-
ak (AOB) ze skupiny B-Proteobacteria. Jejich vyskyt byl
hodnocen jako velmi casty, pievazné ve formé malych
kompaktnich klastr do 15 pm. Dominantnimi zastup-
ci jsou Nitrosomonas oligotropha a halofilni/halotole-
rantni Nitrosomonas, obé skupiny vykazuji vysoky vy-
skyt. Naproti tomu podskupiny Nitrosococcus mobilis
a Nitrosospira spp. nebyly prokazany. Pfiblizna kvantifi-
kace ukazuje celkové zastoupeni AOB kolem 10 % bio-
masy (median 10 %, prdmér 9,5 %), z toho asi 4,5 %
tvofi halofilni Nitrosomonas. Tento podil naznacuje vy-
soky biologicky potencial pro prvni stuperi nitrifikace.

Nasledna FISH analyza vzorku z 21. 10. 2025 opét
potvrdila hojny celkovy vyskyt anammox pomoci sondy
Amx368. Rozsiteny set specifickych sond navic odhalil
taxonomickou diverzitu anammox spolecenstva: byly
pozorovan vyskyt Brocadia anammoxidans, Kuenenia
stuttgartiensis, Scalindua wagneri, Anammoxoglobus
propionicus, Brocadia fulgida a Scalindua brodae. Tyto
druhové specifické nalezy byly sice vyjimecné a vétsinou
ve formé jednotlivych bunék (ojedinéle mensi klastry).
Silny signal obecné sondy pfi nizké detekci druhové
specifickych sond naznacuje, Ze ve vzorku je vyznamna
¢ast anammox populace, kterou dostupné sondy nepo-
kryvaji. To mdze znamenat bud environmentalni klony
znamych rodd, nebo dokonce nové, dosud nepopsané
druhy. Pro identifikaci je nutné provést metagenomiku
nebo alespori 16S rRNA sekvenovani.

Lze konstatovat, Ze vysledky potvrzuji trvale vysokou
pfitomnost anammox baktérii s konzistentni morfolo-
gii a bohatou druhovou diverzitu. Tato skute¢nost je
pfiznivd pro stabilitu a dlouhodobou spolehlivost
PN/A procesu.
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Souhrn

Projekt na BCOV Pardubice byl zaméfen na stabilni nitritaéni proces skladkovych odpadnich vod (SOV) v SBR reZimu, bez externi tpra-
vy pH a bez temperace. Provoz probiha od fijna 2023 a od zafi 2024 podafilo dosahnout stabilni nitritace, kdy az 75 % odstranéného
N-amon je transformovano na dusitany bez jejich dalsi oxidace na dusi¢nany.

Dlouhodobym udrzenim podminek pfiznivych pro anammox bakterie se podafilo tyto organismy kultivovat pfimo v reaktoru. FISH ana-
lyzy z Eervence a fijna 2025 potvrdily jejich hojny vyskyt (cca 5,5 % biomasy) a vysoky biologicky potencial pro Anammox proces.
Vysledkem je prvni provozni aplikace nitrita¢niho procesu v CR a souéasné prvni aplikace Anammox procesu v uspofadani PN/A pro
¢isténi surovych skladkovych vod. Tento tspéch potvrzuje moznost efektivniho odstrarovani dusiku i za extrémnich podminek. Dosazené
vysledky oteviraji cestu k dal3im technologickym krok&im k optimalizaci procesu a taktéz k detailni genetické analyze, kterd mlze pfinést
nové poznatky o adaptaci téchto organism na extrémni podminky.

Klicova slova: ANAMMOX, nitritace, ¢isténi odpadnich vod, skladkové vody, FISH

Summary

The project at BCOV Pardubice focused on achieving a stable nitritation process for landfill leachate (SOV) in an SBR mode, without
external pH adjustment and without temperature control. Operation has been ongoing since October 2023, and by September 2024,
stable nitritation was achieved, with up to 75 % of removed ammonium nitrogen being transformed into nitrites without further oxida-
tion to nitrates.

By maintaining conditions favorable for anammox bacteria over the long term, these organisms were successfully cultivated directly in
the reactor. FISH analyses from July and October 2025 confirmed their abundant presence (approximately 5.5 % of biomass) and high
biological potential for the Anammox process.

The result is the first full-scale application of the nitritation process in the Czech Republic and, at the same time, the first application
of the Anammox process in a PN/A configuration for the treatment of raw landfill leachate. This achievement demonstrates the feasi-
bility of efficient nitrogen removal even under extreme conditions. The results pave the way for further technological steps to optimize
the process and for detailed genetic analysis, which may provide new insights into the adaptation of these organisms to extreme
conditions.

Keywords: ANAMMOYX, nitritation, waste water treatment, landfill water, FISH
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