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1. Seznam zkratek:

Anammox - _Amerobic amrmnium oxdation

SBR - _$qguencing Btch_Reactor

CANON - Gompletely Autotrophic_Ntrogen removal @er Nitrite

SHARON - _Sngle reactor system for Highmonia Removal_ Qrer Nitrite
process

MOB - Metan_&idujici Bakterie

AOB - Aerobrgé Oxidujici Bakterie

FISH - ‘Huorescenni Hybridizacein gtu

NOB - Nitrat Oxidujici Bakterie

TEM - Transmisni_Eektronova Mkroskopie

PCR - _Blymerase Gain Reaction



2. Uvod

Anaerobni oxidace amoniaku (anammox) si poprvé &timhards (1965) v nigkém
ekosystému. Jeho vypty byly zaloZzeny na zakl@dRedfieldova porfru (Richards, F.A.,
1965). AvSak prvni laboratorni experimenty byly y@deny az v 90. letech 20. stoleti.
V anammox procesu je oxidovan amoniak dusitanerarykzde slouzi jako elektronovy
akceptor. Jako meziprodukt tohoto procesu vznikdrdmin a hydroxylamin. Anammox
reakce probiha za anoxickych podminek (Jetten,N.&t al., 1998).

Bakterie, které jsou zodp&iné za anammox reakci byly faaeny do skupiny
Planctomycet Zatim jsou identifikovany pouzeitdruhy, které byly nazvangandidatus
,Brocadia“, Candidatus,Kuenenia* aCandidatus, Scalindua“. (Schmid, M.C. et al., 2005).
Tyto bakterie maji velmi malouistovou rychlost. Pouzitim oligonukleotidové sondyyb
anammox bakterie detekovany v rigmejSich ekosystémech. VSechny tyto bakterie maji
prokaryotni organelu, anammoxosom (Lindsay, M.R. &k, 2001). Membrana
anammoxosomu obsahuje unikatniiZzétove lipidy (Sinninge Damsté, J.S. et al., 2002).

V poslednich letech se anammox proces ukazuje pikzniva a ceno¥ vyhodna
alternativa oproti konvemim metodam likvidace dusikatych stemin z odpadnich vod
(Grommen, R. a Verstreate, W., 2002) a také hrdgzdou roli v globalnim cyklu dusiku.

Odhaduje se, Ze z anaerobni oxidace amoniakienpochazet az 50% plynného
dusiku uvoldného z ocedn(Kuypers, M.M.M. et al., 2003).

Cilem mé reSersni prace je seznatténde s timto procesem, poukazat na vyhody
anaerobni oxidace oproti aerobni oxidaci amoniakuwést mozné vyuZziti tohoto procesu

vV pramyslu.



. Cil préce:

Shromazdni dostupnych informaci o tomto jevu
Uké&zat vyhody anaerobni oxidace amoniaku oprotita@roxidaci amoniaku

Poukazat na uplatni v ekologickych a biologickych sférach



4. Literarni reSerse:

4.1  Objev anammox procesu:

ni ukazoval Francis Richard z Washingtonovy uniitgrz Seattlu. VSiml si, Ze ve vodéach
anoxického fjordu chybi amoniak. Usoudil, Ze mugstevat anaerobni oxidace amoniaku na
dusik. AvSak v té dabto oceanografy nijak nezajimalo (Pilcher, H., 2005

Cely @ibéh objeveni anammox proceswabnelibou vini zkazenych vajec z odpad
bohatych na sulfidy. Tatoin¢ ob#Zovala obyvatele Delftu (Nizozemsko). V tovar@ist-
Brocades se proto & odpad obsahujici sulfidy zpracovavat v ueaych tancich, kde ale
chykgl prisun kysliku (Boh&ek 1., 2007).

Do té doby se #o za to, Ze amoniak iie se rozkladat jen wipomnosti kysliku. To
znamena, Ze se koncentrace amoniaku viemgeh tancich ne#ta meénit. V rozporu
s atekavanim vsak koncentrace klesala a vznikal digokdek 1., 2007).

Timto jevem se zal zabyvat mikrobiolog z delfské techniky J. Gijsidfen, ktery
pomoci elektronového mikroskopu objevil poidy mikroorganismus. Ten byl pogd
pojmenovan,Brocadia anammoxidans“(viz priloha). Brocadia anammoxidanpati do
skupiny Planktomycet Brocadia je odvozena od mista objevu (Gist-Brocades) a
anammoxidanpopisuje metabolismus bakterie.

Brocadia anamoxidansese rysy jak bakterialniho &&, tak s¥ta eukaryot i sita
archebakterii. Podle analyzy DNAfadime do ssta bakterii, organely jiadi do eukaryot a
nedostatek polymeru peptidoglykenu v Btmé séné ji spojuje se sétem archei (Bohiek 1.,
2007).



4.2 Biodiverzita:

Pouzitim anammox specifickych sond (16 S rDNA atigkleotidové) a primérbyla
odhalena fitomnost vyznamnych populaci anammox bakterii v mardgstickach odpadnich
vod, sladkovodnich ekosystémech a také vskéEm ekosystému (viz obr. 1) (Jetten, M.S.M.
et al., 2005)

Obr. 1: Geografické rozmisti anammox bakterii v Evrép

K - Kuenenia sp.
B - Brocadia sp.
S - Scalindua sp.

Tyto bakterie pat do ti rodi: 1. Brocadia Brocadia anammoxidans
Brocadia fulgida(Strous, M. et al., 2002)
2. Kueneniakuenenia stuttgartiensigkgli, K et al., 2001)
3. ScalinduaScalindua wagneri
Scalindua brodae
Scalindua sorokin{iKuypers, M.M.M. et al., 2003)



DalSi podrobgSi studie odhalily fitomnost a aktivitu anammox bakterii ve vice nez 30
sladkovodnich a niskych ekosystéina celém sité (viz tabulkal.) (Op den Camp, H.J.M. et
al., 2006). Pomoci rozdilnych kombinaci jak mikadbgickych tak biogeochemickych technik se
poddilo detekovat a stanovit mnozstvi anammox bakterivySe zmisnych ekosystémech.

Ktémto technikam pat nagiklad: obohacovani kultur, vyzivové slozky, inkubac
znaena pomoct™N se sedimentem nebo vodnimi vzorky, analyzyf#&bvych a membranovych
lipida, mikroskopie FISH a sekvenovani get6 S rDNA (Shmid, M. et al. 2005).
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Tabulka 1: Roz&éni anammox bakterii wipozenych a ur@lych ekosystémech po &

(Op den Camp, H.J.M. et al., 2006)

Place

Man-made systems

Method of detection

Delft/Nijmegen, The Netherlands **N, enrichment, FISH, lipids, clone library

Stuttgart, Germany
Dubendorf, Switzerland
Hannover, Germany
Kumanoto, Japan
Sydney, Australia
Athens, GA, U.S.A.
Kirinya, Jinja, Uganda
Ghent, Belgium
Pitsea, U.K.
Hangzhou, China
Kuyngsan, Korea
Kanagawa, Japan
Lyngby, Denmark
Mechernich, Germany
Santiago de Compostela, Spain
Yongin, Korea
Beijing, China
Ciba, Japan
Guangzhou, China
Perth, Australia

Natural systems
Skagerak (North Sea)
Black Sea
Golfo, Costa Rica
Thames Estuary, U.K.
Arctic Sea (East Greenland)
Arctic Sea (NW Greenland)
Mertz Sea, Antarctica
Randers Fjord, Denmark
Benguela OMZ, Namibia
Chesapeake Bay, U.S.A.
Gullmarsfjorden, Sweden
Long Island, U.S.A.

Enrichment, FISH, clone lipra
Enrichment, FISH, cloredry
Enrichment, FISH

Enrichment, FISH

Enrichment
Enrichment

FISH
Enrichment, FISH, clone library
Enrichment, FISH, lipids, cloneréiry
Enrichment

Enrichment

Enrichment, FISH
Enrichment

Enrichment

Enrichment, FISH

Enrichment, FISH
Enrichment

Enrichment, FISH

Enrichment, clone library
Enrichment, FISH

5N, nutriet profiles
5N, nutriet profiles, FISH, lipids, clone library
5N, nutriet profiles
15N
5N, nutriet profiles
5N, nutriet profiles
Clone library
>N, nutriet profiles, FISH, clone library
5N, nutriet profiles, FISH, lipids, clone library
>N, FISH, clone library
5N, nutriet profiles
5N, nutriet profiles
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4.3  Molekularni identifikace:

Broda (1977) pedpovidal existenci chemolitoautotrofnich baktédieré umi pemenit
amoniak za anaerobnich podminek a Abeliovich a ¥khi(1992) potvrdili vysokou
koncentraci nitrifikénich bakterii, které Ziji bez figtupu kysliku. Prvni experimenty
potvrzujici existenci anammox procesu byly provedea z&atku 90. let 20. stoleti (Mulder,
A. et al. 1995). Bhem pokus na denitrifik&nich pokusnych provozech bylo zfiso, Ze
amoniak a dusitan zmizel z reaktorové odpadni vadya druhou stranu se zvySil oproti
puvodnimu mnozstvi plynny dusik. V anammox procesouAdl dusitan jako akceptor
elektrori. (Jetten, M.S.M. 1998). Jako velic&leZité meziprodukty celého procesu byly
identifikovany hydroxylamin a hydrazin, které jsaxtrémm toxickymi sloweninami.
Ruastova rychlost anammox bakterii se ukazala byt velala (Strous, M. et al. 1998).

Pokusy izolovat mikroorganizmy ,klasickymi“ metadaselhaly. Proto musely byt
bakterie ziskdvany s obohacovanim kultur. Bidkny a separovany od jinychrippmnych
organisnii pouzitim centrifugace v Percoll hustotnim gradiefwiz obr. 2). AZ tento postup

zajistil ziskani relativé cisté kultury bakterii (Strous, M. et al. 1999).

Obr. 2: Vysledek obohacené anammox kultury cergai v Percoll hustotnim gradientu

(Obr. 2 zlttp://www.microbiology.science.ru.nl/tech/cellfjic

DNA ze separovanych bek byly pouzity jako templat pro PCR a dale byla pita
sada primer pro univerzalni 16 S rDNA. Podleqvladajici 16 S rDNA sekvence byly tyto

mikroorganizmy zgazeny do rodinyPlanctomycetl6 S rDNA sekvence byla dale pouzita
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jako zvlastni typ oligonukleotidové sondy k aplikgeo fluorescedni hybridizaci in situ
(FISH) (viz obr. 3) a vedla k odhaleni dalSich rogaganisnd v nékolika cistickach
odpadnich vod po celém&w (Schmid, M. et al. 2000).

Pro detekovani dalSich anammox mikroorgaiidmyla navrzena specificka sonda
Amx368 (Schmid, M. et al. 2003). Sonda Amx820 bgkrzena specificky pro &eni
bakterii roduKueneniaa Brocadia (Schmid, M. et al. 2001) a sondy BS820, Scal309 a
Scabrll114 byly navrZzeny k detekovani bakterii r@&halindua (Kuypers, M.M.M. et al.
2003, Schmid, M. et al. 2003).
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Obr 3.: Detekce anammox bakterii #frpdnich ekosystémech pomoci metody FISH
(Schmid, M. et al. 2000)

C

A: Detekce clustru anammox bakterii (Zutv Africké mokiné (Ninja Jinya, Uganda),
pouzitim sondy (AMX820)

B: DetekceScalindua sorokinive vzorku 2ZCerného mee. Ukeni pomoci 16 S rRNA genové
sondy (BS-AMX820)

C: Simultanniin situdetekce ,, intergenic spacer region” (ISR) meziyggé S a 23 S rRNA,
Kuenenia stuttgartiensidSR soda byla pouzita v Cy8efvert) a 16 S rRNA sonda (BS-
AMX820) byla zngena s Cy5 (mae).
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4.4 Molekularni diverzita:

Anammox bakterie p#tdo rodinyPlanctomycetktera byla poprvé popsana v roce
1986  Schlessnerem a Stackebrandtem (Schlessner, Btackebrandt, E. 1986).
Plamctomycetajsou vodni bakterie, které byly nalezeny v brakickod, maském
ekosystému a také ve sladké ¥oRozmnoZuji se genim.

Zatim zahrnuje pouz#yii rody: Planctomycetes, Pirellula, Gemmata, Isosphaera

Fylogenetické analyzy ukazaly, Ze anammox bakieatf do rodinyPlanctomyceiviz obr.:4).
Fylogeneticky strom byl odhalen pouzitim sekver@s YIDNA, které obsahovaly vice nez 1400
nukleotidi (Ludwig, W. et al., 1998).

Obr.4: DiverzitaPlanctomycebdhalena pouzitim sekvenci 16S rDNA (Ludwig, Walet 1998)

alpha MOB anammox organisms

Candidatus "Brocadia anammoxidans”

anoxic sludgeclone KU1
Candidatus “Brocadia sp.”

Nitrosospira
anoxic sludge cloneKSU-1

// anoxic sludge clone
L4

Candidatus "Kuenenia stuttgartiensis™

Candidatus "Scalindua wagneri"
Nitrosomonas
Candidatus "Scalindua sorokinii"
gamma MOB

Nitrosococcus Candidatus "Scalindua brodae

VSechny fi rody anammox bakterii sdileji stejny metabolismaismaji podobnou
ultrastrukturu. Evoléni rozdily mezi anammox bakteriemi jsou hédrelké (=85% sekvetni
schody v genech 16 S rDNA) (Schmid, M et al., 2003)
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4.5 Ekofyziologie:

Anammox bakterie jsou charakterizovany velmi nizkotistovou rychlosti.
V bioreaktorech, kde je omezen kyslik, se vyskyshjuky anammox bakterii ¥ipomnosti
bakterii, které umi f@menit amoniak za aerobnich podminek. Tkemnuji amoniak na
dusitan a spoebovavaji anammox proces inhibujici kyslik (Sliekeék. O., 2003).

Generéni doba anammox bakterii je za optimalnich podmitiekini, ale v prméru
2-3 tydny (Strous, M. et al., 2002).

Vysokd anammox aktivita je pozorovana v rozmezi mpezi 6,4 — 8,3 a teplotou
v rozmezi 20 — 43°C. (Strous, M. et al., 1999).opdimalnich podminek ( pH 8 a tepiot
40°C) je specifické aktivita okolo 3,6 mmob Iy * protein)*h™ a specifickarstova rychlost
0,0027 R (Egli, K. et al., 2001).

Anammox bakterie jsou velmi citlivé ke kysliku ausitanu. Jsou reverzibiin
potlateny i velmi nizkou koncentraci kysliku (<pM) a ireverzibilré vysokou koncentraci
dusitanu (> 10 mM) (Strous, M. et al., 2002).

4.6  Struktura buniky anammox bakterii

Ultrastruktura Brocadie anammoxidangna mnoho spot@ych rysi s rodinou
Planctomycet(viz obr. 5). Tyto mikroorganismy maji bilkovinoburé¢nou sénu bez
peptidoglykanu a jsou tudiz necitlivé k ampicili@hromosom je od obklopujici cytoplazmy
odElen jednoduchou nebo dvojitou membranou. Membrangmanox bakterii a jinych
Planctomycetobsahuji hopanoidy (Sinninghe Damsté, J.S. et2804). Hopanoidy jsou
pentacyklické slogeniny (viz giloha) podobné stenin. Jejich primérni funkci je zlepSit
fluiditu plasmatické membrany atippusobit ji na extrémni podminky, které vznikaji

Vv procesu anammox (napvznik extréms toxického hydrazinu).
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Obr. 5: Buréné oddily u anammox bakterii. Vlevo:schéma, vprétsocadia
anammoxidans” pohled pes TEM. Useka ilustruje vzdalenost 100 nm.
(Lindsay, M. R. et al., 2001)

cell wall
cytoplasmic membrane
paryphoplasm
intracytoplasmic membrane
riboplasm
anammoxosome membrane
anammoxosome
nucleoid

Jsou to kokoidni bakterie sgonérnou velikosti 0,7-gm (Strous, M. et al., 1998).
VSechny ti rody maji stejny metabolismus a podobnou ulttagtru (Strous, M. a Jetten,
M.S.M., 2004). Vyskytuje se u nich zvlastni organditera byla nazvdnanammoxosom
(Lindsay, M. R. et al., 2001).

4.6.1 Anammoxosom:

Analyzou pomoci elektronové mikroskopie se pgiddaodhalit zvlastni prokaryotni
organelu, ktera se vyskytuje u vSech anammox hgk@nammoxosom. Anamoxosom
zaujima vice jak 30% objemu itky. Je obklopen Useky obsahujici nukleoid a riboz@m
strukturdl se podoba pirellulosomu u jinydPlanctomycet(Lindsay, M.R., et al. 2001).
Déle se zjistilo, Ze tato organela je teoa téndi vyluéné unikatnimi Zebickovymi lipidy,
které maji 3-5 linearnichrettzenych cyklobutanovych prstan¢viz obr. 6). V Zekickovych
lipidech se vyskytuji jak étery, tak estery. (Shgtie Damsté, J.S. et al., 2002).

Tato membrana je v podstaiepropustna pro vSechny steniny, etné hydrazinu a
protoni. Nachazi se zdeitbZity protein, ktery byl nazvan hydrazin oxidor&thra (Op den
Camp, H.J.M. et al. 2006). V anammoxosomu se ogtahriastni anammox reakce.
Struktura Zeftickovych lipidi u anammox bakterii je wipodé unikatni (Sinninghe Damsté,
J.S. et al., 2002).
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Obr. 6: Struktura Zeftkovych lipida u Brocadia anammoxidan@ahnke, L.L. et al.,
2001)

MeO)

A: Struktura tiznych variant
Zel¥ickovych lipida
B: 3D struktura Zetickového
lipidu

4.7 Biochemie anammox bakterii:

Biochemie anammox bakterii je stale z velidsti neznama. Pomoci pouZifiN
znaeni experimerit, byly zjiS€ny mozné cesty anaerobni oxidace amoniaku a hydrazi
(N2Hs) a hydroxylamin (NHOH) byly prokazany jako idezité meziprodukty anammox
reakce (van de Graaf, A. A., et al. 1997) (viz oBBr.A). Dusitan je redukovan na
hydroxylamin pomoci , nitrat redukujiciho enzymuHydroxylamin a amoniak jsou
kondenzovany na hydrazin pomoci takzvané , hydrhydrolazy“ a hydrazin je oxidovan na
dusik pomoci , hydrazin oxidoreduktazy”. Dusitadezslouzi jako akceptor elektipra
amoniak jako donor elektrér(Jetten, M.S.M., et al. 1998).

PozdjSi analyzy anammox bakteri&Kuenenia stuttgartiensisnazngily, ZzZe
meziproduktem rize byt také oxid dusnaty (NO). Pak jako nitrat iddma slouzi cytochrom
cdl (Strous,M. et al, 2006) (viz obr. 7 B). Potito studie je jako prvni redukovan dusitan
na oxid dusnaty. Déle je amoniak sien s oxidem dusnatym, ktery utvdydrazin a ten je
nasleds oxidovan na dusik.

V anammox procesu neni dusitan pouze redukovanxidadosny nebo hydroxylamin,

ale uvolrgné elektrony slouzi také k fixaci GQtrous, M. et al., 1999).
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Podle sotiasné hypotézy se uvolni 4 elektrony v posledninkikranammox reakce.
Elektrony z oxidace hydrazinu na dusileghazeji pes cytochrom c aips quinol na komplex
cytochrom bcl. Zbylé elektrony jsou pouzity v dadinammox cyklu. (viz obr. 7 C). Proces
anammox zé&ina s jednim elektronem, ktery redukuje dusitan {N@a oxid dusny (NO)ies
cdl typ nitrat reduktdzu. Dalsfi telektrony redukuji oxid dusny na hydroxylamitiep
hydroxylamin oxidoreduktazu. Tento enzym iivpies 10% veSkerych protéiru anammox
bakterii (Schalk, J. et al. 2000). Po tomto krokusk hydroxylamin a amoniakgmenili na
hydrazin. DalSi alternativa je, Ze by se oxid duangmoniak fenenily pitimo na hydrazin

pies hydrazin hydrolazu geimi elektrony, jak navrhl Strous M. et al. (2006).

Obr. 7: Rozdilné hypotézy anammox procesu A (GeNES.M. et al., 2003)
B (Strous, M. et al., 2006)
C (Kartal, B. et al., 2007)

NH,
N.H,
MN;
_ NO;
NO, NH,

*H‘
—
@
NDE NH,
NU -m-“ NH,OH -é---f‘wl;-H.t
:‘.‘t
[ I
1 t D,
Nas i*"
@
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Proces anammox se odehrava udvatammoxosomu (viz obr. 8). Hydroxylamin a
amoniak jsou femenény na hydrazin fes hydrazin hydrolazu (HH). Hydrazin je pak
oxidovan pomoci hydrazin oxidazy (HZO), ktera jem&€ stejnd jako hydroxylamin
oxidoreduktaza WNitrosomonas europae@letten, M.S.M., et al., 1998). Vysledkem celé
premeny je N, actyii elektrony actyii protony. Tytoctyii elektrony jsou pouzity dohromady
s piti protony z riboplasmy a vyuzity nafgmenu dusitanu (N@) pomoci nitrat reduktazy
(NIR) (Kuenen, J. G., et al, 2001).

Obr. 8: Hlavni metabolickésge v membras anammoxosomu (van Niftrik, L.A., et al., 2004)

Pi
riboplasm ADP \ ATP

H,0 e N,

anammoxosome

Anammox reakci wuje protonovy gradient s efektivni speltou protod z
riboplasmy a produkci prot@ndovnit anammoxosomu. To je zaf&b rozdilnymi naboji a
rozdilnym pH na obou stranach membrany. pH riboplag alkalické a ma negativni naboj
v porovnanim s pH a nabojem anammoxosomu. To Bl rslouzit k syntéze ATP ips
ATPazu zabudovanou do membrany anammoxosomu (ferkNL.A., et al., 2004).

Anammox bakterie nespojuji dusitan a amoniak v§ani:1, jak by se mohlo zdat,
ale v pongru 1:1,3. Nadbytény dusitan (0,3 mol dusitanu na mol amoniaku) jeesobr

oxidovan na dusghan (van de Graaf, A.A., et al. 1996).
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4.8  Kultivace anammox biomasy:

4.8.1 Seguencing Batch Reactor (SBR)

Je standardni metoda pro kultivaci a studovani amaomikroorganism (Strous, M.
et al, 1998). SBR se obvykle provadi v2 — 15 Vifich nadobach vybavenych vodnim
plasém, ktery je pipojen k vodni lazni. To zajisije stalou teplotu v rozmezi mezi 30 — 37°C.
Nadoba je michdna 80 * 10 dgtami za minutu. Oxidai nebo reduéni potencial nize byt
kontrolovan pouzitim kombinované oxido-reduok elektrody. Fitomnost oxidu uhtitého
(COy) v plynu je dostata na to, aby zajistila puffai hodnotu roztoku mezi 7 — 8 pH.
(Jetten, M. et al, 2005). Horni limittgmeény dusiku v SBR je okolo 9 kg Nifrza den
(Sliekers, A.O. et al., 2003).

Kvuli nizké generéni dok® anammox bakterii trvd obohacovani kultivaci nejéer&p0
dni, Iépe 600 dni (Pynaert et al., 2003).

4.8.2 CANON proces

Spoluprace mezi aerobra anaerobi oxidujicimi bakteriemi (viz filoha). Tento
proces je nazvaB@ANON ( Completely Autotrophic_Ntrogen removal @er Nitrite). V tomto
systému spolu koexistuji bakterie, které aetolmxiduji amoniak (AOB), a anammox
bakterie. Do CANON reaktoru, kde je nedostatek ikyslje dodavan amoniak, ktery je
castén¢ oxidovan na dusitan pomoci AOB. Vyprodukovany thrsije spolu se zbytkem
amoniaku vyuzZivan anammox bakteriemi a nakorfemynén na dusik (Sliekers, A.O. et al.,
2003).

Pomoci metody FISH se pada v CANON biomase detekovat kolem 40% AOB a
také okolo 40% ananmmox bakterii. Zadné aerobniebiakoxidujici dusitan (NOB) nebyly
odhaleny v tomto systému (Third, K. et al., 200@%emena dusiku v CANON reaktoru je
okolo 1,5 kg N.it za den (Sliekers, A.O. et al., 2003).

DalSi studie ukazaly, Ze jako alternativni zdrogmgie pro mikrobialni spotenstvi
v CANON reaktoru mze slouzit moovina. Maiovina je vyznamny zdroj dusiku jak

v odpadnich vodach tak ¥ippzeném ekosystému (Sliekers, A.O. et al., 2004).
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4.8.3 SHARON proces

SHARON (Single reactor systém forigh Amonia_Removal_(rer Nitrite process) byl
vyvinut pro gemegnu amoniaku fes takzvanou dusitanovou cestu. SHARON proces je
kombinovan s procesem anammox (viz obr.: 9). Temtxes byl testovan v laboratornich
podminkach po dobu dvou let a byl &g zvySen z 2 litrového testovaného objemu na 1800
m® (viz priloha) (Jetten, M.S.M. et al., 1997). V SHARON meg je oxidovano 53%
amoniaku na dusitan bez pelby kontrolovani pH. Teplota je zde kolem 35°C ameéti 6,5
-7,5.

Specificka aktivita anammox biomasy je pan# vysoka: 0,8 kg N (kg suché vafyya
den a toto mnoZstvi ite byt zvySeno na vice neZ 2 kg N2 @a den (van Dongen, U. et al.,
2001).

Obr. 9: Kombinace SHARON a anammox procesu (vangen, U. et al., 2001).

50% NON -- 5% NO)

"50% NHaN_

- Sharen Anammox
(Chemostat) {SBR)
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4.9 Rozdil mezi aerobni a anaerobni oxidaci amoniakpii ¢isténi odpadnich vod:

Konvertni metody vyuZivaji bakterie, které ndjke pgenmeni amoniak na dusitany,
pak na dusinany, a nakonec pomoci denitrifdtdach bakterii vznika plynny dusik.
Tyto metody maji znmé nevyhody, protoZze bakterie fediuji kyslik, je tedy nutno
provzdusiovat odpadni vody, a také musi byt dodavan dekaifim bakteriim zdroj

energie (nap etanol). Tyto metody jsou nakladné aifkEpSetrné k Zzivotnimu prasdi.

Naproti tomu jsou vyhody anaerobni oxidace amonigiae nez #ejmé. Bakterie
pouZivaji jako zdroj energiefipmo amoniak, neptgbuji kyslik a na rozdil od aerobnich
bakterii spaiebovavaji oxid uhéiity (Boh&ek, 1., 2007).

Je odhadovano, Ze provozni naklady klesnou @@6 a naroky na prostor klesnou az
050% (van Dongen, U. et al., 2001).

Navic se ukazuje, Ze anaerobni oxidace amonialengegeticky vice ifizniva nez

aerobni oxidace amoniaku (viz tabulka 2.) (Jet&M. et al., 1999).

Tabulka 2: Rozdily mezi aerobni a anaerobni oxidewniaku (Jetten, S.M. et al., 2001).

Parameters of aerobic and anaerobic ammonia oxidation.

Parameter Mitrification Anammaox Unit
NH4* + 05 — NOs~ NHg* + NOs— — N

Free energy -275 —357 kJ/mal

Biomass yield 0.08 0.07 mol/maol C

Aerobic rate 200-600 0 nmol/min/
mg protein

Anaerobic rate 2 60 nmol/min/
mg protein

Growth rate 0.04 0.003 'h

Doubling time 0.73 10.6 days

Ko NH4+ 5-2600 5 HM

K, NO5- N/A <h HM

K, Os 10-50 N/& HM

N/A, not applicable; K., affinity constant.



4.10 Role anammoxu v globalnim cyklu dusiku:
Objev anammox procesu ma velky vyznam pro glol@fkius dusiku.

Normalni cyklus dusikje tva‘en d¥ma komplementarnimi procesy. A to vazbou dusiku do

organickych molekul a uvolmi dusiku z organickych molekul.
Bakterie, které vazi dusik, produkuji amoniak aaoigmy konzumuji amoniak, ktery je po
jejich zaniku opt uvoliovan. DalSi bakterie a arched@epenuji amoniak na dusitany a
dusknany. Ty jsou nakonecigmenény na vzdusny dusik, a cyklus je uzav (Bohdek .,
2007).

Proces zvangnammoxvoii v tomto cyklu zkratku (viz obr. 9), z amoniakdasitanu vznika
plynny dusik.

Obr. 9: Cyklus dusiku se zahrnutim anammox procesu

Nitrogen Cycle

Denitrification
CH,0OH N,

NO,

NH,"

Anammox®

NO.

Nitrification

(Obr. 9 z www.paques.nl/en/anammox_nitrogen_remyval
Odhaduje se, Ze z anaerobni oxidace amoniakdenpochazet ab0% dusiku
uvolréného z ocean(Boh&ek 1., 2007).
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411 Aplikace ananmmox procesu:

Anammox proces najde také upkaih v nejiizrejSich biotechnologickych sférach.
Jako napiklad v ropnych rafinériich, vyra@b mineralnich hnojiv a v neposledriiad
v ¢istickach odpadnich vod. Tyto sféry produkuji ohrommastvi amoniaku, ktery jéaba
rozlozit (Bohdek I., 2007).

Aplikaci anammox procesu by klesly provozni ndiklaZz 090%. Sowkasna cena
nitrifikace z anammox procesu se odhaduje asi #a @uro za kg igmenéného dusiku (van
Dongen, U et al., 2001). To je velmi nizka cenasre/nani s 2-5 eury, které byla vypena
pro jiné testované procesyiddchozi studie iznymi typy odpadnich vod ukéazaly, Ze
aktivita anammox bakterii neni negativavlivnéna chemickymi sisi pouzité vody (van
Dongen, U et al., 2001).
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5. Souhrn, zawr a diskuze:

Prvni zpravy o anammox procesitings| v Sedeséatych letech dvacatého stoleti Francis
Richard z Washingtonovy univerzity v Seattlu. Pa@#ta na nedostatek amoniaku
v anoxickém fjordu (Pilcher, H., 2005). V té dohebyly znamy dnesni moderni molekularni
techniky a tedy detekce anammox bakterii byla nervaoz

DalSi podrobyjSi studie se zmly odehravat v osmdesatych letech dvacatého istolet
v tovarre Gist-Brocades, ktera se nachazi v Nizozemskwarma vypousia odpad
obsahujici sulfidy, které svym zapacheméabvaly obyvatele wksta Delftu. A tak se tento
odpad z#&al zpracovavat v uzagnych tancich, kde nebytiptup kysliku. Doté doby sedo
za to, Ze amoniak setrfe zpracovavat jen wipomnosti kysliku.

Pomoci elektronového mikroskopu byl odhalen mikgaoismus, ktery byl
nazvanBrocadia anammoxidang§Strous, M. et al., 2002). Tato bakterie ipato rodiny
Planctomycet Postupentasu byly objeveny i dalSi bakterie, které spadalytéto rodiny.
Jsou to bakterie rodu Kuenenia (Egli, K. et al.QP0a Scalindua (Kuypers, M.M.M. et al.,
2003). Tyto anammox bakterie obyvaji memjSi ekosystémy, iirozené i ¢lovékem
vytvoiené (Op de Camp, H.J.M. et al., 2006).

Prvni experimenty potvrzeni procesu anammox bydkériy az v devadesétych letech
(Mulder, a. ET AL., 1995). Anammox bakterie majimemalou fistovou rychlest a izolovat
tyto bakterie klasickymi metodami bylo nemozné. ggimoci obohacovani kultur a nasledné
separaci, od jinych bakterii, se paitta diky centrifugaci v Percoll hustotnim gradientu
V procesu anammox vznika jako meziprodukt hydroxytaa hydrazin, ktery je extréran
toxicky. Podle nejnoyjSi teorie vznikd jako meziprodukt i oxid dusny. ditan zde slouZzi
jako akceptor elektran(Strous, M. et al., 1999).

Anammox bakterie jsou velmi citlivé ke kysliku asitanu. Anammox reakci e
inhibovat i velmi mala koncentrace kysliku a naopaké koncentrace dusitanu tuto reakci
také inhibuje (Strous, M. et al., 2002).

Proces anammox se odehrava v unikatni prokarioggdnele, anammoxosomu. Tato
zvlastni organela ma membranu faou zekickovymi lipidy, které ji ¢inni spoléné
s hopanoidy v podstatnepropustnou pro vSechny steaniny (Jahnke, L.L. et al., 2001).
V této membréd se vyskytuje i hlavni protein anammox bakteriidtagzin oxidoreduktaza.
Ta tvai asi 10% veSkerych protéiru anammox bakterii. Biochemie anammox bakterii je
jes€ ponerné zahadna. Existujeckolik moznych hypotéz, které ukazuji, jak by mohhikat

z amoniaku a dusitanu plynny dusik.
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Proces anammox ma velky vyznam pro globalni cyldusiku. Normalni cyklus
dusiku je tveen dwma procesy. Vazbou dusiku do organickych molekuV@néni dusiku
z organickych molekul. Anammox procesitve tomto cyklu zkratku, kdeipmo z dusitanu a
amoniaku vznika plynny dusik. Z tohoto procestwempochazet az 50% dusiku uvaigho
z oceaid (Boh&ek, I., 2007).

Anaerobni oxidace amoniaku ma &né vyhody oproti aerobni oxidaci amoniaku. Je
znané levrgjSi, mize uSetit az 90% vSech naklédha provoz, a také podminky na prostor by
mohly klesnout az o 50% (van Dongen, U. et al.,13200

Anammox proces podle poslednichuzikumi najde uplaténi v nejfizrejSich
biotechnologickych sférach.tAuz jsou to ropné rafinérie fipvyrobé mineralnich hnojiv
anebo Wistickdch odpadnich vod. VSude tam, kde jsou produkov@bravska mnozZstvi

amoniaku, ktery jefeba rozlozit.
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7. Priloha:
Obr. 1.: Brocadia anammoxidans a:(www.anammox.com/gallery/anammox_cells_pc.jpg)

b:(www.twanetwerk.nl/default.ashx?DocumentIB8T)

b)
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Obr. 2: Obecny strukturni vzorec hopanpid

(www.upload.wikimedia.org/wikipedia/en/1/11/Hopanoid.png)
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Obr. 2: CANON (completely autotrophic nitrogen-removal owdrite) plynem pohamy

reaktor.
A:Obsahuje, Candidatus B.anammoxidénged Cy3-AMX820 pozitivni biiky) a
Nitrosomonas europaea (green FluosNEU653 pozitivni biiky).

B: Buiikky z A zobrazené pomoci FISH metody (Jetten, M.&t&l. 2003).
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