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FOSFOR — BENEFITY A PROBLEMY

o Dollezity biogenni prvek
O Soucdst primyslovych hnojiv = prevdznd cdst
téZeného fosforu

O Nékteré slou€eniny pusobi jako antikorozni
prisada

o Nadbytky fosforu v recipientu pusobi eutrofizaci

O Koncentrace na odtoku z COV jsou limitovdny
zdkonem

O ZpUsobuje ucpdavdni potrubi (srdzeni struvitu a
jinych nerozpustnych soli) L4
4,PI{)sphorus
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ALTERNATIVNI ZDROJE FOSFORU

TéZeny fosfor je stdle levnéjsi nez jakykoliv jiny zdroj

Alternativné lze vyuzit Cistirensky kal
Odtok z COV = po zakoncentrovéni pomoci membranovych moduld

Ri¢ni nebo rybnicni sediment



FORMY FOSFORU V AKTIVOVANEM KALU

Velmi zdvisi na individudlnim provozu COV

Dominantni v kalu dvé formy = anorganicky nerozpustny fosfor a biologicky vdzany
V CR se fosfor nejéast&ji srézi (Fe, Al)

Biologicky vdzany (systémy EBPR)

Kombinace srdzeni + biologické odstranovdni fosforu

Na mnoha COV, které fosfor pouze srézeiji, se v aktivovaném kalu vyskytuji
bakterie, které jsou schopny fosfor biologicky odstranovat, pouze nejsou vyuzity



PROC BIOLOGICKY VAZANY FOSFOR?

Vyuzivd se metabolismu specifickych bakterii
Separace fosforu spocivd ve stiiddni kultivaénich podminek

Rozsdhla skupina bakterii, které fosfor v danych podminkdch akumuluji
PAO = polyfosfat akumulujici organismy
DPAO = denitrifikacni polyfosfat akumulujici organismy

Domnélé PAO = Tetrasphaera spp., Dechloromonas spp., Halomonas spp., aktinobakteridlni PAO

Neni potfeba nadmérné mnozstvi srdzecich cinidel



NEJCASTEJST ZASTUPCI PAO V KALU
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Candidatus Accumulibacter phosphatis clade 1A Candidatus Dechloromonas phosphatis



JAK HODNOTIT OBSAH
FOSFORU V KALU

o Spektrofotometrie
Dostatecné mnozstvi vzorku je potfeba zfiltrovat
R&dné& vzorek promyt vodou, aby byl odstran&n rozpuitény fosfor

Suseni, mleti, mineralizace, vybarveni vzorku

O Mikroskopickd analyza
Fixace aktivovaného kalu
Barveni, mikroskopickd analyza

Obrazovd analyza




FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

Specifickd molekuldrni metoda

Jeji vyuziti neni pfilis bézné (predevsim v oblasti isténi odpadnich vod)

Umoznuje identifikaci bakterii (metoda FISH)
Umoznuje identifikaci bakteridlnich metabolitd (polyfosfaty, polysacharidy, PHB)

Je mozno identifikovat také vitalitu bunék (Live /Dead kity, respiraéni aktivita)



ZNACEN] VNITROBUNECNYCH POLYFOSFATU

o Vyuziva se latka DAPI (4°,6-diamidino-2-fenylindol dihydrochlorid)
O Bézné se tato latka vyuzivd pro barveni DNA (interkalaéni barvivo)
O Silnd vazba predevsim v mistech DNA s obsahem adeninu a thyminu

O Po navdazdni DAPI na DNA se intenzita fluorescence zvysi az 20X N\
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O Emisni maximum =461 nm (po reakci s DNA) o

o Excitaéni maximum = 358 nm

o Emisni maximum = 526 nm (po reakci s polyfosfatovym retézcem uvniti bunky)



BARVENT VNITROBUNECNYCH
POLYFOSFATU

O Byly vybrdny dvé metody barveni (PBS,
Mcllvaindv pufr + Triton-X-100)

O Rovnéz byly vybrdny dvé metody
imobilizace (zaschnuti, agarosovd desticka)

O Pro barveni byl vyuzit roztok DAPI
(20 Pg/ml; inkubace 30 minut; teplota 4 °C)

Lg»




FIXACE PREPARATU

O Pozadavky: nedestruktivni, zachovdni obsahu bunék, neovliviivje fluorescenci,
eliminuje autofluorescenci pozadi

o Byla testovdna 3 fixacni Cinidla = paraformaldehyd (PFA), ethanol (EtOH),
glycerol (GL)




FIXACE PREPARATU

O Vsechny fixované prepardty byly barveny v duplikdtech

O Ndsledné byla stanovena plocha fosfdtovych granuli viéi celkové biomase (OA)

O Nejlepsi vysledky poskytoval postup P5 (smés vzorek : EfOH = 1:1)




KINETICKE EXPERIMENTY

O Provddény ve dvoupldstovych temperovanych
nddobdch

O Experiment v kinetickych celdch Ize provést za
presné definovanych podminek

o Striddni anaerobni, anoxicné a oxické fdze

O Ndsledné byl stanoven fosfor v pevném podilu
spektrofotometricky a mikroskopicky




KINETICKY EXPERIMENT — S ACETATEM

Spektrofotometrie Mikroskopie




KINETICKY EXPERIMENT — S GLUKOSOU

Spektrofotometrie Mikroskopie




POROVNANI METOD

Obsah celkového fosforu v kalu

Neposkytuje relevantni informace o
aktudlnim déni v aktivovaném kalu

Pokud COV odstrariuvje fosfor chemicky
i biologicky, nelze ziskané vysledky
odlisit

Biologické uvoliovani fosforu v
anaerobii nelze pozorovat, jelikoz rusi
srazeniny Fe, Al a dalsi.

Obsah biologicky vdzaného fosforu

Na zdkladé vysledkl Ize optimalizovat
podminky provozu

Zatim nebyla nalezen prepocetni vztah
mezi obsahem v mg/g a procentudlnim
zastoupenim fosforu v biomase

Lze pozorovat anaerobni uvolfiovani

fosforu, které je klicové pro systémy
EBPR



MIKROBIALNI KOMUNITA AKTIVOVANEHO KALU

O Metoda fluorescenéniho znaceni polyfosfdti je vhodnd v kombinaci s FISH
O Pro anaerobni oblast je typické uvoliovdni bunééného fosforu

o0 V pripadé optimalizace procesu je dobré kal analyzovat obéma metodami

. o s Candidatus Accumulibacter
Uvolnovdani Akumulace .
phosphatis

Candidatus

Uvolfnovdani Akumulace
Accumulibacter |A, IA

Akumulace /Uvolfiovani Akumulace /Uvolfiovani Paracoccus denitrificans

Uvolnovani Akumulace Tetrasphaera spp.
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LAVER

Fluorescenéni mikroskopie poskytuje informace o stavu biologického stupn& COV pro
odstranovdni fosforu

PFi posuzovdni stavu COV mize byt konkurencni pro spektrofotometrii
Fluorescencni znaceni je rychla a levnd metoda
Neni potfeba vyuzivat drahé a nebezpecné chemikdlie

PFi spravné fixaci lze vzorek archivovat



Kontakt: matysekd@vscht.cz




