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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva nalezenim a navrhnutittmamich podminek pro sledovani
biologické rozlozitelnosti organickych latek v re@spnetru BI-2000. Experimenty byly
provadgny s modelovymi latkami: benzoan sodny, glyceriticgaini Skrob Meritena 100,
kaprolaktam a anilin. Hlavnimi hodnoticimi kritékila biochemicka spi#ba kysliku a
procento odstraimi substratu podle Ubytku organického uhliku. Jajmnamné faktory
ovlivaujici pribéh biodegradace v respirometru BI-2000 se ukazabdevsSim michani

reakni suspenze a okolni teplota.

Kli¢ova slova: biodegradace, respirometr, biochemigkdireha kysliku, substrat, aktivo-

vany kal

ABSTRACT

The major goal of this thesis was to find and desige optimal conditions for monitoring

of the biodegradation of the organic substancefenrespirometer BI-2000. The experi-
ments were carried out with the following substan@®dium benzoate, glycerine, natural
starch Meritena 100, caprolactam and aniline. Tlanrevaluative criteria were the bio-
chemical oxygen demand and percentage of subsiataation according to the organic

carbon decrease. The most important factors afigdtie course of the biodegradation in
respirometer BI-2000 have turned out to be theirsgrof the reaction suspension and it's

surrounding temperature.

Keywords: biodegradation, respirometer, biochemicgigen demand, substrate, activated

sludge
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UvoD

V poslednich desetiletich se dramatickyainzivotni styl zejména v ekonomicky vy-
spilych zemich. Stujujici se chemizaci neustéle stoupa sgm chemickych latek ve
vSech odgtvich naSeho Zivota. Proto jsou formulovana legjigié opateni, kterd se tykaji
uvadsni novych produkt na trh (nap cistici a praci progedky, plasty) a jejich vnaseni do
delSi dobu, a jsou moznymi producenty ekologickyékzi. Jednou z hlavnich koncepci

by méla byt prevence a snizeni viichemickych latek na Zivotni prastli.

Se zvysSujicim se ekologickym &¢domenim se stéle vice dostavaji do peqhi biologické
testy mikrobialni rozloZitelnosti latek. Stanovémddegradace i toxicity chemickych latek

je velice dilezité z hlediska hodnoceni jejickidki na Zivotni prosedi.
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1 INSTRUMENTALNI MOZNOSTI SLEDOVANI BIODEGRADACE
ORGANICKYCH LATEK V HETEROGENNI FAZI

Tato kapitola se snaZzi poskytnotepled o metodach, které se objevuji &icich techni-
kach pouzivanych pro stanoveni biologické rozldadsti organickych latek v heterogen-
nim prostedi. Nevystihuje a ani neibe pokryt celou oblast instrumentalnich a laborator
nich technik vyuzivanych pro stanoveni biodegradBcéce si neklade za cil nahradit in-
formatni a propagéni materialy vydavané jednotlivymi vyrobci a dodslia Snazi se
spiSe o systematickéritdeéni a vys¥tleni fyzikalnich a fyzikal&-chemickych zaklatl na

nichz jsou jednotlivé laboratorni aparaturyrespoje zalozeny.

Aby bylo mozno pi popisu jednotlivych metod afistroja postupovat alesgotrochu sys-
tematicky, je zapaebi vybrat hlediska pro jejich rodeéni. Vyznamnym hlediskem pro
klasifikaci respiromefr je princip, na 8Bmz je funkce dané laboratorni aparatury neio p

stroje zalozZena.

Metodika zji¥ovani biologické rozlozZitelnosti organickych lafekucovana temi zaklad-
nimi faktory — typem organické latky (vodou rozpésnebo nerozpustné latky, polymery,
atd.), prosiedim, ve kterém je dana organicka latka testovaeodn{ aerobni nebo anae-
robni prostedi, pidni prostedi a kompostovani) agdevsimittim faktorem — typem mi-

kroorganisni.

Biologickym rozkladem neboli biodegradaci rozumiwdstraiovani organickych latek
pasobenim biologickyckiniteli (nag. mikroorganismy). Biodegradace je zaloZena na
schopnostidchto cinitela rozkladat Sirokou Skalu organickych latek. Aerobmkroorga-
nismy vyuzivaji organické latky (substratu) disaiié a asimil&né. Pri disimilaci mikro-
organismy ziskavaji pigbnou energii oxidaci organickych latek na jednédpsodukty,

v pripadt aplného biologického rozkladu na oxid uitly a vodu. Bi asimilaci je¢ast sub-

stratu spdtebovana na syntézu zasobnich latek a tvorbu naw&ié hmoty.

Pribéh Uplného biologického rozkladu za aerobnich poefilze velmi zjednoduSén

vyjadit rovnici [1]

: T hakterie g
substrat (synteticky pakymer) 0, GO H,0  nova hiomasa
M, P
11/
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a za anaerobnich podminek pomoci rovnice [1]

bakterie

ChHaok  fnag- bl Ho (k- 8l + bl COp + (nig + 8l - blg Chy

substrat

synteticky polymer
(¥ ¥ polyrmer) 12/

Z rovnice /1/ a 12/ vyplyvaji nasledujici principiemoznosti sledovani biologické rozlozi-

telnosti organickych latek v heterogenni fazi:

a) sledovani Ubytku substratu [2]: Pro vodou rozpusitidy jsou zakladnimi hodnoti-
cimi parametry biologického rozkladu TOC nebo DAIHSK pog. chromatografické
metody. U vodou nerozpustnych latek je kritériermkiadu znéna hmotnosti, jenz je do-
poruiovana pedevsim u pladt které obsahuji biodegradabilni plniva haprekéovadla,
maziva a stabilizatory (8kéené PVC).

b) sledovani spaeby kysliku [3]: Ubytek koncentrace kysliku v plgnfézi je gimo
ameérny aktivitt mikroorganisni. Spoteba kysliku se e sledovat manometricky (tlako-
vaidla), volumetricky, elektrochemicky, paramagneyick pomoci senzarse zabudova-
nou kyslikovou elektrodou.

C) meieni vyvoje kon&ného produktu rozkladu [4]:iPaerobnich podminkach je ko-
necnym produktem mikroorganisimoxid uhlicity. Jeho produkci izeme ngfit pomoci
detektofi, které pracuji na principu inftarvené spektroskopie, plynovou chromatografii,
nebo stanovenim acidimetrickou titracfi @aerobnich podminkach je kéngm produk-
tem methan, jehoZ produkcitteme stanovit také spektrometricky v ikigavené oblasti,
a sulfan, ktery lze stanovit elektrochemicky.

d) sledovani girastku mikroorganisrin nebo jejich hmotnosti: Biomasu mikroorga-
nismi maZzeme vyjatit pomoci stanoveni suSiny (aktivovany kal) nebdZzeme ndfit

zvysujici se zakal zivného média, kdy se obvykleziya spektrofotometrické #teni.

Tato vymezeni jsou vSak do zm& miry formalni, po¥vadz jednotlivé testy a sledovana
kritéria predstavuji ¥tSinou kombinaci uvedenych variant. Vyznamnym hdkedim pro
klasifikaci metod pro stanoveni biologické rozlekhiiosti je princip, na dmz je detekce

vstupnich nebo vystupnich komponent zalozena:

1) Metody zaloZené na fyzikalnim principu:¢kil se rktera fyzikalni vekina, ktera
ma definovany vztah a jeji hodnota je d&ma sloZzeni analyzovaného plynu. Z fyzikalnich

vlastnosti, kteréifichazeji v pipack respirometi v Gvahu, jsou toigdevsim:
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2)

[0 Absorpce zgeni-fotometrie v infréervené oblasti: Princip absorpce ideaveného

z&eni vyuziva skutosti, Ze kazdy druh plynu absorbuje jinou vinowtglku
proSlého zgeni. Podle intenzity Utlumu se pakéukoncentrace plynu. VyuzZiva se
v detektorech pro stanoveni @O, CH, i n¢kterych dalSich organickych latek.
Magneticka susceptibilita: Susceptibilita je fydikiavelicina, ktera popisuje cho-
vani latek ve vi§Sim magnetickém poli. Metody vyuZivajici¢reni susceptibility
jsou zaloZeny na poznatku, Ze latka¢ssi susceptibilitou je fitahovana do mist
s tSi intenzitou magnetického pole, zatimco latkaes$n susceptibilitou je odtud
vypuzovana [5]. Magnetické analyzatory jsou pra&tigysoce selektivniistroje
pro stanoveni kysliku v plynnych ssich.

Zmeéna tlaku/objemu plynné faze: Zma tlaku (objemu) plynné faze, ke které do-
chazi v dsledku gestupu kysliku do kapalné faze tigact aerobnich podminek
testi nebo produkce CHa CQ u anaerobnich tastje métena manometricky (vo-
lumetricky).

Metody zaloZené na fyzikarchemickém principu: Sleduji se fyzikalni jevy pro-

vazejici chemickou reakci, které s€awrana slozka samaastni, nebo kterou podstatn

ovliviiuje [5]. Mezi analyzatory, které vyuzivaji tohoteigobu néieni a mohou se pouzit

pro sledovani biodegradace organickych latekij gajména:

0 elektrochemické analyzatory: Ozimaani analyzatdr paticich do této skupiny ne-

ni jednotné. Jsou nazyvany nejen depolénizaale také polarografické, polaromet-
rické, galvanickéci jenom elektrochemické. &iti se stejnosirny proud, ktery
prochazi mezi elektrodami pafemymi do roztoku elektrolytu.fPprachodu prou-

du elektrolytem dochazi na elektrodach k elektragbkym reakcim.

V nésledujicich kapitolach je uveden gty prehled pistrojovych a laboratornich technik

pro sledovani biologické rozlozitelnosti.
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1.1 Analyzatory zaloZzené na manometrickém réreni

Respirometr BIAL BOD 10

Respirometr BIAL BOD 10 je dopokavan ke sledovani biodegradace organickych latek
ve vodnim prosedi. Ristroj vyuziva manometricky princip, takZze sledowameli¢inou je

zmeéna tlaku, k niz dojde vigledku pestupu kysliku z plynné faze do kapalné.

Respirometr obsahuje 10 dwbennych ngficich jednotek, které se sestavaji #ficich

a kompenzénich lahvEek. Do nérnych lahvéek je ddvkovan testovany vzorek, inokulum
a mineralni médium. Do komperirach lahvéek je davkovana provzdudma destilovana
voda a roztok chloridu rtinatého, ktery zajisti abiotické prosti [6]. LahvEky jsou pak
vloZeny do pohyblivého rostu, ktery je undistv temperované vodni 1azni. Rost z&jig
michani vzorku. Jednotlivé lakiky jsou paro¥ propojeny pes manometr.

Pti biochemické oxidaci organickych latek je zdroj&gsliku kyslik rozpu&ny v kapalné
fazi. Jeho ubytek v kapalné fazi je diopran z faze plynné. Oxidaci vznikly oxid ufity
piech&azi naopak z kapalné faze do faze plynné, katpije s hydroxidem draselnym, ktery
je umisén v absorpni zkumavce. Sptgba kysliku se projevi snizenim tlaku v plynné fazi

meérné baiky a v disledku toho dojde k posunu kapaliny v manometrickiici [6].

'"] “e

, ; ?"'rﬁ, i

R Sy et 4-——4Jf-—--f—-l-——-- £ w—3

4

A-kompenzacni lahvicka

B-manometr

C-spojovaci hadicka

D-mérna lahvicka

E-destilovana voda v termostatované lazni
F-absorpéni zkumavka

G-plastovy uzaver

Obr. 1. Schéma #fiici jednotky pistroje BIAL BOD 10
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Sledovanou vetinou u respirometru BIAL BOD 10 je BSK (mg/l). Régpnetr nedispo-
nuje elektronickym zaznamem né&f@nych dat, teploty a tlaku ani automatickym zavzdu$

novanim.
Wartburg tv respirometr

Wartburgiv respirometr je stegnjako respirometr BIAL BOD 10 zalozen na manometric

kém mefeni Ubytku kysliku pomoci manometrické trubice.

Zatizeni se sklada zdmé baiky o znamém objemu, ktera jé&igojena na manometr. Ten
obsahuje kapalinu o0 znamé hustdf baice je itomna suspenze bakterialnich BunVe
stredu baky je umiséna absorgni zkumavka s alkalickym absorbentem oxidu ditédho.
Spoteba kysliku mikroorganismy ma za nasledek poklakutluvnit baiky a nasledny
pokles arove hladiny kapaliny uvnit manometru [7]. Blezitymi faktory @i méteni je
konstantni teplota uvrtibaiky, kterou udrzuje vodni la#ea michani higky pro zajiséni

spravného festupu kysliku mezi plynnou fazi a suspenzi.

Hofman ve své praci [7] uvadi, Ze ve Wartburgosspirometru je moznédfit i produkci
oxidu uhlgitého. Mefeni se provadi porovnanim Zny tlaku ve dvou identickych ha
kach, z nichz jen jedna obsahuje absorbent oxidigitédho. Tim vznikne mezi kikami
rozdil v poklesu tlaku, ktery se pouZije pro vypbprodukce oxidu uhlitého.

F-mérna barka
C-absorpéni zkumavka
M-manomsetr

Obr. 2. Schéma Wartburgova respirometru

Wartburdiv respirometr je fistrojow ponmerné jednoduchy, nagfena data se vSak musi

zapisovat a kontrolovat ¢n¢. Je doportovan pro posouzeni vedlejSictinka chemikalii
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na mdni mikrofléru. Dale ho Ize pouZit pro stanoveniobai aktivity a @istu v kalech,
sedimentecki vodnich prostdich.

Arthur Bench respirometr

Arthur Bench respirometr je vhodny pro stanovegigaického zn@steni, toxicity ¢i inhi-
bice specifickych zdrdjodpadnich vod atd.

Respirometr se sklada ze zasobniku na vzamdgadla vzduchu, absam jednotky na
oxid uhligity a snim&e objemu, ktery @i spotebu kysliku [8].Cerpadlo zajiguje konti-
nualni cirkulaci mezi zasobnikem a absmipednotkou. Pro maximalnitgchod kysliku
z plynné faze do faze kapalné systém obsahujedifdzn spolu s cirkulaci vzduchu za-
jistuje razné michani faze se vzorkem a také maxinkalmiakt mezi organickou hmotou,

kyslikem a mikroorganismy. Rovh zabrauji usazovani pevnyatastic.

Jakmile mikroorganismy ve vzorku&@eu metabolizovat organickou hmotugmzau spo-
tiebovavat kyslik a produkovat oxid utity, ktery je odvadn do absorgni jednotky.
To zpisobi znény v objemu plynné faze. Tato Zma je nétena pomoci sninda objemu.
Velikost zneny v objemu plynné faze je tmma mnozstvi kysliku spifgbovaného mikro-

organismy [8].

|
i

. . =

A-absorpéni jednotka
B-¢erpadlo vzduchu
C-difuzér vzduchu
D-sloupec vzduchu
E-zasobnik se vzorkem
F-automaticky ventil

G-snimani objemu
H-elektronicky modul
|- zapisoval zaznamu
J-vodni lazen
K-vstup vzduchu
L-vystup vzduchu

Obr. 3. Schéma Arthur Bench respirometru
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OxiTop

OxiTop je dalSim fistrojem pro nifeni biologické spaeby kysliku. Principem je &teni
podtlaku v uzakeném systému pomoci tlakoveéhidla. Vyprodukovany oxid uhtity je

absorbovan hydroxidem sodnym. Vznika tak podtladle kterého se fite odgitat pi-

mo hodnota BSK (mg/l) [9]. ¥n& hlavice umaiuje automaticky vypeet i grafické zob-
razeni hodnot BSK.

Systém OxiTop je dopotovan také k réeni respirace vimé a miZe slouzit podle vy-

robai pro prognézovani, mapovani acewani bioremediace nebo prosifeni biodegra-

dability pesticidi, fungicidi apod.

A-méfici jednotka
B-méfici nadoba
C-utésnény vyvod k
plnéni nadoby
inertnim plynem

Obr. 4. Oxitop Control B6/BM6 a Oxitop Control ANGN 12

Hodnotu BSK (mg/l) mzeme vypéitat podle nasledujiciho vztahu [9]:

BSK =MV (02)(\/““ Vi, G.Tm}Ap(Oz)
RT. |V, T

o]

13/

kde M(Q,) — molekulova hmotnost kysliku [mg.nd)] R — plynova konstanta, T — teplota
[273,15 °K], T — laboratorni teplota [293,15 °K],.¢¥— objem reaéni lahve, \ — objem
vzorku, a - Bunsenuv adsotpi koeficient [0,03103]Ap(O,) — zmena parcialniho tlaku
kysliku [hPa]

Vedle aerobniho stanoveni biodegradah pochod nabizi OxiTop [10] stanoveni anae-
robnich degradmich proces. Anaerobni podminky jsou zagsty absenci kysliku pomoci
inertniho plynu. Po zahdjeni anaerobni degradaogigeuhlicity odstragn pomoci absor-
béru. Nasledny rozdil tlaku je @&mmy koncentraci oxidu uHlitého a zbyly petlak je

ameérny koncentraci vzniklého metanu [10].
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Zarizeni pro méreni vyvoje oxidu uhl€itého a vicesloZzkovy systém pro

testovani biodegradace

Zatizeni pro ndfeni vyvoje oxidu uhtiitého se sklada z rici nddoby na vzorek a skken
né komory. Komora obsahujici vodivostni elektroduppndena do testovaného vzorku
a naplgna 50 ml 0,25M roztoku hydroxidu sodnékiadraselného [11]. Absoipi roztok
je neustale michan pomoci magnetického michadyanBIfaze z wxici nadoby prochazi
komorou, kde je hydroxidem absorbovan vyvinuty oxidicity. Pfi absorpci jsou ibéz-
né¢ meéreny znény ve vodivosti absorbéru pomoci vodivostni elettyravinozZstvi uvolg-

ného oxidu uhtiitého je gimo unerné znén¢ vodivosti.

Viceslozkovy systém pro testovani biodegradaceatoZmé uspiadani jako zézeni pro
meéteni oxidu uhkitého. Do systému je navic dodan tlakovy senzoitdpxpro stanoveni
biologické spateby kysliku. Jelikoz je vznikly oxid ultity permanent& odstraovan roz-
tokem hydroxidu, v uzaeném systému dochazi k poklesu tlaku. Podle vamikfgodtlaku
se na z#izeni Oxitop odé&te hodnota BSK (mg/l). Pomoci hrdla s membranoungie
z merné nadoby injesni stikackou odebrat vzorek pro stanoveni rozpného organické-
ho uhliku [11].

E V2

1-VicesloZkovy systém pro
testovani biodegradace
2-zafizeni pro pfimeé méreni
vyvoje oxidu uhli¢iteho

A-méfici nadoba

B-sklenéna komora s absorbérem
C-vodivostni elektroda

D-hrdlo s membranou

E-indikator tlaku Oxitop
F-provzdusnovaci jednotka
G-odvzusnovaci jednotka

Obr. 5. Schéma t&eni pro ndieni vyvoje oxidu uhtiitého a vicesloZzkoveho systé-

mu pro testovani biodegradace.

Sapromat E

Sapromat E slouzi kifmému stanoveni biochemické sfedty kysliku.

Sapromat E se sklada &gt zakladnich sotésti:
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fidici jednotka,
temperovand vodni lazge

metici jednotka,

O O o o

software na vyhodnoceni dat [12]

Méfici jednotka obsahuje reaki nadoby s absorbérem oxidu ghého, generator kysliku
a tlakongr. Nadoby jsou spojené pomoci plyéertych hadiek a tvdi uzaveny nefici
systém, ktery pracuje nezavisle na¢mdch barometrického tlaku vzduchu. Vzorek uvnit

reaknich nadob je michan pomoci magnetickych michadgl [

Vyprodukovany C@ mikroorganismy je absorbovan v abssrpzkumavce, coz Zigobi
pokles tlaku v uzaleném systému. Na vznikly podtlak reagtighici jednotka, ktera akti-

vuje generator kysliku. Generace kysliku je wema vyrovnanim tlaku uviisystému.

Mnozstvi generovaného kysliku je podle Faraday@keza anirné mnozstvi prochazeji-
ciho proudu [12].

Biochemickou spdebu kysliku (mg) mizeme vypéitat podle nasledujiciho vzorce:

m= 14/

A atomova hmotnost kysliku [g]

e, prochézejici proud [mA]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

! D
Tl B /
6 \1"\\'{] M i c
i '."f \,‘ q - .
4':] /\" : = P B
i bl L~ i3 o
¢ Lo \\ A
H _’/ T I \\
- E
tlakomér G~L ]
\\ m
. - A
: \\.\\ ,/
i
generator kysliku reakcni nadoba

A-magnetickeé michadlo B-absorpéni zkumavka C-uzavér se zavitem D-spojovaci
hadi¢ka E-hlava generatoru F-platinova elektroda G-médéna katoda H-elektrolyt
I-prostor se sniZzenym tlakem J-platinou pokryté elektrody K-méfici prostor
L-objimka z nerez.oceli M-titanova objimka

Obr. 6. Schéma #tici jednotky respirometru Sapromat E

CES respirometr

CES respirometr se sklada z 20 regulovatelnychgednumistnych ve dvou vodnich
laznich s teplotou udrZzovanou v rozmezi 20-24°Co@viou pro biologické testy) [13].
Kazda jednotka se sestava z 500 niikdyaabsorbéru oxidu ulditého (10 M KOH) a elek-
trolytické cely. Elektrolytické cely se skladajplatinové katody, anody a snimaci elektro-
dy. Jako elektrolyt se pouziva pentahydrat siragdmateho [13]. Snimaci elektroda je

nezbytna pro detekovani Zmhladiny elektrolytu.

Jakmile zanou mikroorganismy i@nenovat organicky uhlik na oxid ullity, zap@ne
absorpce vytviieného oxidu hydroxidem draselnym. Tento proceésapi sniZzovani tlaku
plynu v komde cely. V cele je fitomen elektrolyt, jehoz hladina je pod snimacktete
dou. Jakmile z&ne dochazet ke snizovani tlaku v kamohladina elektrolytu se dotkne
snimaci elektrody a elektrolytemcne prochazet elektricky proud [13]. Ve vodném rezto
ku elektrolytu dojde k elektrolyze siranwedinatého. Na katadse z&ne vytvdet medény
povilak a na anadse vylowi kyslik. Vytvaeni kysliku zgsobi vzestup tlaku plynu a tim

se obnovi i hladina elektrolytu. Jakmile hladin&lpsne pod snimaci elektrodu, dojde
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k pieruSeni elektrolyzy. MnoZstvi kysliku pebné k obnoveni tlaku je @mé velikosti
prochazejiciho proududasu, po ktery proud prochazel elektrolytem.

A-banky se vzorky
B-magneticka michadla
C-vodni lazen

D-regulator teploty vodni lazné
E-PC

F-fidici jednotka, zapisovani dat

Obr. 7. Schéma CES respirometru

1.2 Analyzatory zalozené na principu Fimého méieni produkce oxidu
uhli¢itého ¢&i spotiFeby kysliku

Respiromet pro stanoveni biologické rozlozitelnosti za aeroboh a anae-

robnich podminek-Systém Micro-Oxymax

Systémy Micro-Oxymax firmy Columbus jsou velmi abilni typy respirometr liSici se
pouze uspiadanim systému podle poZzadovaného typu fa@dkta koncentrace stanovova-
nych plyni v plynné fazi. Mrenymi veltinami mohou byt biologicka sp@ba kysliku
(paramagneticka susceptibilita), produkce oxiduditého (spektrometrie v inft@rvené
oblasti), produkce metanu (spektrometrie v itdraené oblasti¢i produkce sulfanu (elek-
trochemicky) mikroorganismy.

Jedna se o uzesny systém s cirkulaci plynné faze. ¥fgact aerobnich procésie plyn-
nou fazi vzduch, u anaerobnich podminek se podagékaté prosedi. Lze jej tedy podle
typu zvolenych senzérpouZzit na vSechny typy prasti pro stanoveni biologickych roz-
Kladu.
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Plynna faze v reakich nadobach neni kontinudlndophovana, ale dochazi zde
k periodické cirkulaci plynné faze'gs vySe zmigné senzory napkysliku a oxidu uhdi-
tého. Vzduch prochazejiciigs senzory je v prvriadd zbaven vihkosti, takze zimy ve

vihkosti vzduchu v reaii nadols neovlivni daje o kysliku a oxidu utiiem [14].

Béhem dlouhych experimeintse mize koncentrace kysliku a oxidu ufitého vyznama
zmenit, coZz mize ovlivnit respiréni rychlost vzorku. V takovychifpadech mze uZivatel

zmenit nastaveni systému na periodické provaduani reakni nadoby [14].

Pokud je znama z#&na v koncentracich kysliku a oxidu uiitieho, velikost reakni nadoby
acasovy interval, mize se vypéitat rychlost spdeby kysliku nebo produkce oxidu utii
tého.

vstup vzduchu

4% -
pfidavné reakéni nadob [+] T
y == il
o 5 i, Sk . | ke
1 x ‘ 2|

A-reakéni nadoba
B-ovladani proudéni vzduchu
C-susic¢ka vzduchu

D-senzor koncentrace oxidu uhli¢itého
E-senzor koncentrace kysliku
F-signaly ze senzoru

Variabilni ¢ast systému Oxymax - senzory Ize
libovolné kompletovat podle typu prostredi

Obr. 8. Schéma respirometru Micro-Oxymax v aerobir@amu

Systém Micro-Oxymax |ze pouzivat na aerobni a amaedrneieni ve vodném prosdi,
pud¢ i kompostu. Neni vSak vhodny ptisté mikrobialni progedi kvili Spatné udrzé

vnitiniho systému.

Respirometr pro aktivovany kal

Jedna se o otéeny systém, ktery fite sodasré metit pomoci dvou senzérspotebu
kysliku a produkci oxidu uhiitého mikroorganismy. Respirometr obsahuje nadotwu p
aktivovany kal, ktera pojme az 10 ilitméteného vzorku [15]. Z této nadoby séze po-

moci ventilu pravidel&odebirat vzorek. Aktivovany kal je neustale pray@avan pomo-
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ci ¢erpadla. Plynna faze zdfici nadoby je odvagha ges senzory ze systému ven.
Z hodnot naréfenych senzory seiie ziskat tzv. respitai koeficient, coz je po#n pro-
dukce oxidu uhtiitého ke spdtbs kysliku [15].

N

Afiltr vzduchu B-&erpadlo vzduchu C-pritokomér D-Gerpadio vzduchu E-nadoba s
aktivovanym kalem F-vstup kalu G-&erpadlo kalu H-odtok kalu I-vypoustéci ventil
J-gerpadlo vzduchu K- senzor oxidu uhli¢itého L-senzor kysliku

Obr. 9. Schéma respirometru pro aktivovany kal yit@olumbus Instru-

ments

Adiabaticky dynamicky respirometr firmy Costech International

Respirometr firmy Costech International je dogomén ke stanoveni biologické stability
biologickych materidl. Pri testech se hodnoti jak speba kysliku, tak produkce oxidu
uhlicitého. Respirometr vyuzivd dynamickych metod, kdghdhzi ke kontinualni aeraci,
takZze ma biomasa trvalyipun kysliku. Dale jsou odvédy odpadni plyny metabolismu
biomasy, pedevsim oxid uhtity. Pritok vzduchu dodavany do biomasy séze nastavit

podle spateby kysliku manuaknebo automaticky.

Vzduch prochazi regulatoremipoku a plynondrem, pak jde do samotného reaktoru, kde
zvolna prochazi biomasou.fiPtom dochazi ke spimhe kysliku mikroorganismy.
Z reaktoru proudi vzduch do kondetmabnadoby, kde se vysrazi vodni para, ktera by
mohla ovliviiovat gresnost ndreni. Po kondenzaci je vzduch veden do elektrodobélra,

kde probiha r&eni koncentrace kysliku [16].
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A-reaktor

| B-biomasa
C-ovladaci skrin
D-regulator prutoku
E-pupma
F-wytokové potrubi
G-kondenzaéni nacoba

E o T ¥ v
ﬂ ‘ H-box s elektrodami
.4 f 2) F [-vystup vzduchu

Obr. 10. Schéma adiabatického dynamickéeho respirome

Firma Costech International vyrabi tgmosna réici za&izeni utena na kontrolu kom-
posti. Mezi tato z#&zeni pati prenosny oxymetr Port-Omatic-Pump-3052 [16]. Tento
pienosny pistroj meii koncentraci kysliku v tuhé biomaseéhliem aktivni faze stabilizace
nebo kEhem zrani. Zézeni se sklada ze sondy k odsavani kyslikwiadha kysliku, néie-
ni probih&a polarometricky [16].

SmiSeny respirometr podle A. Krist Gernaey

U smiSeného respirometru je zkombinovan principiremetru typu proudici plynna faze-
nepohybliva kapaln& faze s principem respiromstpu nepohybliva plynna faze-proudici
kapalna faze [17].

Respirometry typu proudici plynna faze-nepohybkadalna faze jsou kontinuélrpro-
vzdusiovany, takze koncentrace kysliku zde neni limitmidaktorem. Diky neustalému

piisunu kysliku MiZe respirometr pracovat s vy3Simi koncentracenvakaného kalu.

U respirometi typu nepohyblivad plynna faze-proudici kapalna fgzerecerpavan pro-
vzdusreny aktivovany kal v respitami komde. Koncentrace rozpu$tého kysliku se i

na vstupu i vystupu uzéené respiréni komory [17].

SmiSeny respirometr obsahuje¢alddoby, otekenou nadobu i uz@enou respiréni ko-
moru. Aktivovany kal je nefetrZit precerpavan mezi otéenou nadobou a respird ko-
morou. OB nadoby jsou vybaveny detektory rozpmétho kysliku, které jsou napojeny na
¢idlo. To vydava signaly o koncentraci kysliku, l&gsou zaznamenavany docfiece
[17].
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Otewena nadoba dale obsahuje pH elektrodu, ktera zaaré@ara zriny pH. Hodnota pH
biologického systému odpovida mikrobialnim reakeidasto poskytne indikaci¢kterych
pokraiujicich biologickych reakci. Mezi tyto reakce fpatdegradace organickych latek.
Degradaceéchto latek, které jsou pro mikroorganismy zdrojehiiku, zpisobi znénu

v hodnot pH. Ve smiSeném respirometru se poZzadovana hoghbtaavoli mezi 7,5 az
8,3 [17]. Jakmile se hodnota pH dostane mimo temtsah, je do systému davkovana ky-
selina ¢i hydroxid. Davkovani je umoZno elektromagnetickymi ventily, které se
v kratkych intervalech oteviraji. Po dosazeni vyljimi hodnoty pH se ventily uzéwu,

¢imz se tok kyseliny a zasady usmi do zasobnich nadob.

PC

:

NI NN NI NN AN RN NI NN NN ENEEEIEEEEEY,

A-provzdusiiovana nadoba  F-¢erpadlo 1

B-respiracni komora G-aerace
C-magneticka michadla H-davkovani kyseliny
D-chladici soustava [- roztok hydroxidu
E-detektor rozpusténého J-Cerpadlo

kysliku

Obr. 11. Schéma smiSeného respirometru podle At Kgrnaey

Respirometr podle Z. Yuan

Respirometr obsahuje reaktor, ktery je vybavenkietem rozpu&neho kysliku a elek-
trodou na nsfeni pH. Mikroorganismy ifitomné v reaktoru sptgbovavaji kyslik, jehoz
koncentrace je gfena pomoci detektoru.
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Respirometr mize slouzit pro réfeni koncentrace amoniaku (amonnych ignte vzorku
kalu sledovanim produkce vodikovych idmhikroorganismy, které redukuji amonné ionty

na dustnany (nitrifikace):
NH; +20, - NO; +2H" I5/

Hodnota pH je udrZzovana na konstantni hogimeézi 7,5-8,2 [18]. To je dosazentida-
vanim 0,05 N NaOH [18] pomoci elektromagnetickélemtitu. Mnozstvi pidavanych
hydroxylovych iont je Ungrné mnoZstvi vyprodukovanych vodikovych inSignaly
z detektoru rozpusného kysliku i z pH elektrody jsou zaznamenanyen@seny do i

slusného péitace.

H+ HO-

reaktor ’\ detektor méfici
rozpusteny kyslik

Obr. 12. Schéma respirometru podle Z. Yuan

Uzawreny respirometr podle S. Marsili-Libelli

V uzaweném respirometru je substrat dodavan do provaée nadoby, odkud je po-
moci cerpadla periodicky i@nasen do uzaené respiréni komory. Tato komora je vyba-
vena snimém rozpudtiného kysliku fipojeného pes netici pristroj k paitaci.

Respirometr pracuje ipdem danyclasovych intervalech: 20 sekund dochazekpani
substratu, 10 sekund je respirometr vineém stavu a 30 sekund setimrespirace. Cel-
kovy cykluséini 60 sekund [19].

Obk¢ nadoby jsou kontinudnmichany a temperovany na teplotu 20 °C. Hodnota pH

v provzdu$ované nadobje udrZzovana na pozadované hodngb az 8,5 [19]. # zmeéné

pH je podle pdaeby davkovan hydroxidi kyselina pomoci regulatoru pH.
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L(n]
Co

1-PC
Z=-méfici pfistroj rozpusténeho kysliku ity
3-magneticke michadlo s kontrolou =
teploty
4-respiracni komora [
5-Eerpadlo | =S —
B-provzdugiiovana nadoba =
7-pH elektroda

&-kompresar

9-regulater pH

Obr. 13. Schéma uzgeného respirometru podle S. Marsili-Libelli

1.3 Testovaci aparatury pouzivané na UIOZP
Lahvové aparatury

Jedna se o t&eni pro sledovani biodegradace v aerobtiiamaerobnim prostdi na za-
kladé zmen ve slozeni plynné faze. Nejedna se o automapckgujici systémy, analyticka
koncovka je ale instrumentalni-plynibehromatografické stanoveni produkce @ ae-
robnim¢i anaerobnim prostdi), spateby kysliku (aerobni) resp. produkce metanu (anae-

robni prostedi).

U aerobniho systému je do reaktoru wramzduch, ktery je zbaven atmosférického,CO
v absorbérech s NaOH (Ba(Qi)
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Obr. 14. Systém s moznou acidimetrickou i GC kokoov
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vertl ventil
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Obr. 15. Anaerobni verze systému

Laboratorni aparatura pro sledovani biodegradace nazakladé zmeén
TOC a produkce CGO,
Aparatura obsahuje paralélzapojené reaktory, do kterych je vhanvzduch zbaveny

atmosférického C@ Tricestny ventil umaiuje odkEr kapalného vzorku pro stanoveni

TOC v piibehu mefeni, aniz by doslo k naruseni plynné faze. Mnoasgprodukovaného
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CO, mikroorganismy se @iZe stanovit titraci zbytkového mnoZzstvi NaOH @édmym roz-

tokem kyseliny chlorovodikové. Aparaturu Ize pouZito vodou nerozpustné vzorky.
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Obr. 16. Laboratorni aparatura pro sledovani biok@grozlozitelnosti
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2 ELEKTROCHEMICKY RESPIROMETR BI —2000

Elektrochemicky respirometr BI-2000 je zaloZen renometrickém principu #iieni, tak-
Ze nalezi do kapitoly 1.1. Je vSak zakladem diplanqrace, proto je uveden v samostatné

kapitole.

Elektrochemicky respirometr Bl- 2000 jecen pro sledovani mikrobialnich respirometric-
kych experimerit na zaklad spoteby kysliku, probihajicich v aerobnich podminkach.
Spotebovany kyslik je generovan elektrolyticky. Respiedr BI-2000 je navrzen naém
feni rychlosti respirace mikroorganigém roztoku, fidé ¢i v kalu. Dale je vhodny pro sta-
noveni biologické spéeby kysliku (BSK), stanoveni biologické rozloZitesti organic-
kych latek, sledovani toxicity pmyslovych slodenin nebo také pro bioremediacikom-

postovani.

2.1 Souwasti respirometru BI-2000

Respirometr BI-2000 se sklada ze dvouwigz reakinich moduh po 8 reaknich nadobach
s elektrolytickymi celami, temperované vodni lI&zregulétoru teploty a osobniho gbia-
¢e. Vyhodou tohoto systému je, Ze se mohou v jethyoti reakinich nadobach nastavit

raizné experimentalni podminky (koncentrace a drultsaio, koncentrace inokula atd.).

2.1.1 Reakéni modul

Reakni modul obsahuje elektronicky hardware, kteryijkegity pro vyvijeni kysliku, dale
pak snimani teploty a barometrického tlaku, reguiggloty a magnetické motory k mi-
chani. Kazdy reaii modul je u¥eny pro osm reakich nadob [20].

2.1.2 Reakéni nadoby a cely

Reakni nadoby spolu s elektrolytickymi celami a abgaimi zkumavkami na KOH tud
reaktor, ktery zabezpaje vhodné podminky pro experimenty. VSeckiagti reaktoru jsou
vyrobeny z kvalitniho borosilikdtového skla a dpat zabrusy. # experimentu jsou jed-
notlivé nadoby pon@ny do vodni lazh a propojeny pomoci spojovacich kabel
k prednimu panelu re&kiho modulu. Red zahajenim vlastnihodteni je do nadob na-
davkovan substrat a inokulum «ité koncentraci a mineralni médium, které zajistni
vhodnou koncentraci biogennich pévkle teba dodrZzovat optimalni p@mmakrobiogen-
nich prvki (dusik, fosfor), ktery je dopo¢avan netasgji C:N:P = 100:10:1 [6].
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propojovaci kabel

elektrolyticka cela

absorpéni zkumavka
na KOH

reakeéni lahev

e

konektor k reak&nimu modulu ~

Obr. 17. Reaktor tv@ny z reakni nadoby, elektrolytické
cely a absorgni zkumavky

Elektrolytické cely se skladaji z hlavnasti, tzv. &a cely, ktera je rozflena na vijsi
a vnitrni ¢ast. Cela je pomoci zabrusu napojena na atssobgiumavku. Na horniast €la

cely je stejnym zfisobem zavedena vrchidst cely. Ta obsahujé tiruhy elektrod:

O ,kyslikova" elektroda
0 ,vodikova“ elektroda

O spinaci elektroda [20]

vrchni ¢ast cely

vétraci otvor

"kyslikova" elektroda
"vodikova"elektroda
spinaci elektroda

vétracl otvor

télo cely

Obr. 18. Souasti elektrolytické cely
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Spinaci i vodikova elektroda jsou unifst ve vrEjSi ¢asti cely, kyslikova elektroda je vlo-
Zena do vnini ¢asti cely. Ped zahdjenim experimentu je nutno zajigsnbst celého reak-

toru namazanim veskerych brousenych &peaktoru.

2.2 Princip méieni v respirometru BI-2000

Mikroorganismy pitomné v reakni nddols potrebuji k gemené chemickych latek neusta-
ly ptisun kysliku. Rozpu8hy kyslik ziskavaji z vodni faze. Speibovany kyslik je do
vodni faze doplovan z faze plynné. Oxid ubity je absorbovan v absampich zkumav-
kach hydroxidem draselnym. Vysledkem je vznik mim@odtlaku, ktery zisobi pokles
hladiny elektrolytu ve vSi ¢asti elektrolytické cely [20]. Jako elektrolyt seuydiva 1N

kyselina sirova.

Jakmile hladina elektrolytu poklesne, dojdeikrpSeni kontaktu mezi spinaci elektrodou
a elektrolytem. To zjsobi aktivaci cely, takze &ae prochazet mezi dmna elektrodami
pondenymi do elektrolytu elektricky proud.

Disociaci molekul kyseliny sirové v roztoku vzniknkladné ionty vodiku a zaporné ionty
SO®". Prichodem elektrického proudu dojde k pohybu kladnietia vodiku k zaporné
elektrodt, kde @ijmou elektron. Na zaporné elektiode tak vylodi vodik. Vodik je pak
vypoustn do atmosféry pomoci otviona stné cely. Vzniklé zaporné ionty SO se po-
hybuji ke kladné elektrad Zde odevzdaji igbyt&né elektrony a vzniklé radikaly S0
okamzit reaguji s vodou za vzniku molekuly kyseliny siroM#é této reakci se uvolni mo-

lekula kysliku. Na kladné elektrdde tedy vyloui kyslik.

MnoZstvi vyprodukovaného kysliku je @meé elektrickému proudu podle Faradayova

zakona.

Jakmile se tlak uvnitcely ot ustali, hladina elektrolytu ve ¥j$i casti cely z&ne stou-
pat. Tim se ferusi elektrolyticka reakce. MnoZzstvi vyprodukovamé&ysliku je vypétené

a uloZzené v pgtaci.
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3 VALIDACE/VERIFIKACE

Pozadavky, které klademe na instrumentalni techpikystanoveni biologické rozlozitel-
nosti, plati nejen pro tuto skupindgigtroja, nybrZz maji vSeobecnou platnost pro vSechny
prostedky provozniho i laboratornihoéheni. U laboratornich aparatur a respirorineste
vSak objevuji tkteré netypické vlastnosti nglis obvyklé u jinych tyj pristroji. Funiéni
vlastnosti musi tedyipozere odpovidat v maximalni é danym poZadavikn. Jsou to

hlavre rozsah, pesnost, nezavislost tdapa vrjSich vlivech a selektivita [5].

Proces, p kterém se utuje vhodnost pouziti daného systému pro ziskaavagitnich dat,
ozna&ujeme pojmem validaceriRralidaci posuzujeme, zda jsou parametry metodyrsa-
telné s poZadavky na analyticka data — vysledky. [Zalidace zahrnuje specifikaci poza-
davki, stanoveni pracovnich charakteristik analytickéoahg, kontrolu, Ze pozadavky

mohou byt pouZzitim analytické metody spig a prohlaSeni o jeho platnosti [22].

Poté nasleduje tzv. verifikace, tj. @avani specifickych poZzadatrka poskytnuti dkazu,
Ze jsou dané specifické pozadavky pro zamyslengifpi@plreny. Verifikace by se ®la
provadt vzdy @i opraw ¢i Upraw analytického systému nebdi gmeéné matrice. Verifi-

kaci tedy owtujeme jiz validovanou metodu.
3.1 Druhy validaci

3.1.1 Interni (vnit ¥ni) validace

Validace metody v ramci jedné labor&e nazyva inertni (viiti) validace a podlecélu
muze tato validace byt prkumova, plna atd. [23]. Bzkumovou validaci rozumime me-
todu, jejimz cilem je stanovit vhodnost analytickétody jen na omezenémdbo vzorki.
Po prokazani vhodnostijmkumové validace nasleduje validace plna. Ta seizgenna

vyhodnoceni vSech poZzadovanych paraimé&tmz demonstruje vhodnost dané metody.

3.1.2 Externi (vnéjsi) validace

Externi validace zahrnuje interni validaci sgotes validaci metody srovnanim vyslédk
metody z vice laboratb(mezilaboratorni porovnavaci zkousky) a zahrmyjeocet repro-

dukovatelnosti metody.
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3.2 Validaéni parametry

Zjistovani jednotlivych validénich parametr se @je podle pevného argdem dohodnu-

tého protokolu [21]. Zde je uvedena jen m&at validénich parametr.

Selektivita metody

Selektivita metody je schopnost rozliSovat mezilgean, ktery mé byt stanoven, a ostat-
nimi slozkami vzorku (matrice). Signal odpovidagtédovanému analytuibe byt ovliv-

nén tremi zpasoby:

matrice ovliviuje (zvySuje nebo snizuje) citlivostéhent;
O nékteré slozky matriceifspivaji k analytickému signalu analytu, aniz o#liyi cit-
livost meieni. Takovy vliv oznéujeme jako vliv interfererit

0 kombinaci vlivu matrice a interferanf22]

Vliv matricnich efeki i vliv interferenti se niize minimalizovat pouzitim vhodnych sepa-

racnich technik.

Mez detekce

Mez detekce daného analytického postupu je damaem&im mnoZzstvim analytu ve vzor-
ku, které nize byt detekovano [22]. Odpovida tak koncentraaiydn, pro kterou je analy-
ticky signal statisticky vyznangrodliSny od Sumu.

K odhadu hodnoty meze detekce Ize vyuZkatika experimentalnichifstupi. Nejcastj-
Sim g@istupem je odhad na zaktdxperimentalniho vyhodnoceni variabilityieni sle-
pych vzorki. Variabilita je stanovenaifmou metodou z opakovanychétani slepych

vzorki nebo vzork s velmi malym mnozstvim analytu [21].
Pracovni rozsah, linearita

Rozsah a linearita metody jsouédtharakteristiky, které spolu Uzce souviseji.

Pracovni rozsah je interval hodnot koncentraci relixali a je Uzce svazan s tvarem za-
vislosti analytického signalu na koncentraci (neffisahu) analytu v Sirokém intervalu
koncentraci (obsd [22].

Pracovni rozsah je valitiai parametr, ktery by sednurcovat mezi prvnimi. Stanovi se
meienim vzorki s tiznou koncentraci (obsahem) daného analyiusgmz se odiuje kon-

centr&ni rozsah, ve kterémikeme dosdhnoutiptelné spravné aiesné hodnoty.
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Linearita je chapana jakdimkova zavislost mezi dma nahodnymi progmnymi, tj. ode-
zvou instrumentace (analytickym signalem) a komeemtanalytu [23]. Linearita metody

ma Uzky vztah ke kalibraci.

Robustnost

Robustnost analytické metody je mirou jeji kapaeitgtat netény vici malym, ale za-
meérnym znendm parametr metody a poskytuje indikaci o jeho spolehlivostihém &2-
ného pouzivani [22].1Ptestu robustnosti tedy &ujeme matematicko-statistickym postu-
pem, jak je analyticky signal zavisly na &mach parameir Mezi takové parametriadi-
me teplotu, tlak, vihkost, pH, koncentr&aidel atd.

Vytéznost

Vytéznost udava poén mnozstvi (koncentrace) analytu, které ziskamedanetodou, ku
prijaté referetini hodnot¢ (hodnota certifikovaného referarino materialu nebo refer&m
hodnota ziskana jinou nezavislou metodou).&¥ybst analytické metody souvisi i se
spravnosti metody a jeildkzitou slozkou odhadu nejistot vysledku takovélgitké me-

tody, ve kterém se vyskytuje separace analytu je#toa z analytickych operaci [22]. Vy-

téZnost je teba zjifovat @i nékolika koncentracich, nejlépe sestrojeniiiviky vytézZnosti.

Spravnost a Fesnost (opakovatelnost a reprodukovatelnost)

Spravnost metody vyjddje odchylku vysledk od skuténé hodnoty. Skutea hodnota je
experimentalé nedosazitelna. Je to konstanta, ktera uyjgdskutény obsah analytu ve
vzorku. Mirou spravnosti je chyba, tj. odchylkachyleni vysledk od skuténé (nebo

referergni) hodnoty [21].

Presnost metody vyj&dje €snost souhlasu mezi nezavislymi vysledky, ziskaraaire-
dem stanovenych podminek. Obvykle se uvaZuje igsnpst Mmze byt vyjadena déma
mirami: smérodatnou odchylkou opakovatelnosti aéadatnou odchylkou reprodukova-

telnosti.

Opakovatelnost vyjadje ®snost shody mezi nezavislymi vysledky, které zitkdtyz
pracovnik, provedenim stejnou metodou na identickéalytu, v téZe laboratica pi pou-

Ziti téhoz laboratorniho vybavené, za stejnych goeéinv kratkéntasovem intervalu.
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Reprodukovatelnost metody vyjage €snost shody mezi vysledky, které ziskdijzmi
pracovnici mfenim stejného analytu stejnou metodowidni je vSak provéasho za fiz-

nych podminek (laboratorni vybaveni, misto, podmigé&s).
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4 CILE DIPLOMOVE PRACE

Tato diplomova prace je zaiena na sledovani biologické rozlozitelnosti orgkyeh
latek v heterogennim prdetli za aerobnich podminek. Biologicka rozloziteirimda sle-

dovana v respirometru BI-2000.

Respirometr BI-2000 je na UIOZP novy, proto cileipl@mové prace bylo navrhnout
a vypracovat metodicky pokyn pro sledovani biolkgicozlozitelnosti organickych latek

v respirometru BI-2000.

JelikozZ \&tSinou nejsou dostupné informace o validaci/vesifikrespirometrickych apara-
tur, metodicky pokyn byl zpracovan jako soupis \eymmych faktoll ovliviwujicich pébéh

biologické rozlozitelnosti organickych latek.

Jednotlivé experimenty byly prov&ady s modelovymi latkami: benzoanem sodnym, glyce-

rinem, girodnim Skrobem Meritena 100, kaprolaktamem a ragniti.

Jednotlivd nagiend data byla zpracovana pomoci matematicko-st&ish metod.
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. PRAKTICKA CAST
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Chemikalie a roztoky

Chemikalie

Pti experimentech byly pouzity vzdy chemikadistoty p.a. od firmy Lachema, o.p., Brno,
pokud neni uvedeno jinak: sirani&aty, chlorid vapenaty, hexahydrat chloridu Zelezi-
tého, siran amonny, ddsian draselny, fosfatovy pufr, kyselina sirova, loyitt draselny
(firma Penta, ing. Petr Svec), allylthiotmwina, benzoan sodny, kaprolaktam, glycerin,
piirodni neupraveny kuki¢ny skrob Meritena 100 (firma Amylum, a.s., Slovemns&pub-

lika), anilin (firma Lach-Ner, s.r.oCeska republika),

Mineralni médium

1) Standardni mineralni médium byl@igraveno v souladu s norm@iSN EN 29408 [3].
Na pipravu standardniho mineralniho média (1 litr) bybuzity nasledujici zasobni roz-
toky (piipravené rozpushim uvedeného mnozstvi jednotlivych chemikalii htrl desti-
lované vody):

* 1 ml MgSQ - siran hte¢naty (22,5 g)

e 1 ml CaC} - chlorid vapenaty (27,5 g)

* 1 ml FeC}.6H,O — hexahydrat chloridu Zelezitého (0,25 g)

e 5 ml (NH,)2SO, — siran amonny (10,0 g)

* 20 ml fosfatovy pufr

* 1 ml stopové prvky:

0 H3BO3;— kyselina borita (0,75 g)

FeSQ . 7H,0 — heptahydrat siranu Zelezitého (3,00 g)
ZnSQ, . 7TH0O — heptahydrat siranu zitr&tého (0,10 g)
MnSO, . 4H,0 — tetrahydrat siranu manganatého (0,50 g)
CuSQ . 5H,0 — pentahydrat siranugdinatého (0,05 Q)
CoSQ . 7TH,0O — heptahydrat siranu kobaltnatého (0,1813 g)
(NHz)sM07024 . 4H,0 — tetrahydrat molybdenynu amonného (0,05 g)

Z&sobni roztoky byly davkovany do 1 litrové o&tmé baiky s 24 hodin provzdu®va-
nou destilovanou vodou. Po nadavkovani vSech uyettemdsobnich roztak byl pro-

vzdu$iovanou destilovanou vodu dopmobjem po rysku.
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2) Dustnanové mineralni médium: sloZeni bylo analogichéjad) 1, ale s nasledujicimi
rozdily:

* 1,5 ml (NH,),SO, — siran amonny (10,0 g)

* 1 ml KNO; (zasobni roztoku 53,55 g/l) — désan draselny

* 40 ml fosfatovy pufr
Pripravené dughanové mineralni médium bylo pouZito préippavu zasobni suspenze
kalu. Rimérené mnozstvi kalu bylo centrifugovano a biomassuspendovana \fiprave-
ném dusinanovém mineralnim meédiu. Zasobni suspenze kah frglvzdusovana sedm

dni p‘ed nasazenim v testech.

5.2 Biologicky material

Pti jednotlivych testech byl jako inokulum pouzit ekivany kal z¢istirny mestskych od-
padnich vod Malenovice. Odebrany aktivovany kal fayldodani fefiltrovan ges hrubé
sito, 3x dekatovan pitnou vodou a poté 24 hodivzatadiovan. Po 24 hodinach byl takto
upraveny kal centrifugovantip3000 ot/min po dobu 10 minut. Supernatant byitcalbi-

omasa byla suspendovanarispjuSném mineralnim mediu.

5.3 Modelové latky

Pro jednotlivé experimenty byly pouzity nasledujgtandardni latky od firmy Lachema,
0.p., Brno (pokud neni uvedeno jinak):

* Benzoan sodny p.a., TSK = 1609 mg/g

* Glycerin — 30 % roztok, TSK =1216,16 mg/g

» Meritena 100 — firodni kukudi¢ny Skrob, CHSH; = 979 mg/g (firma Amylum,

a.s., Slovenska republika)
e Kaprolaktam, TSK = 2120,87 mg/g
+ Anilin, TSK = 2405,24 mg/g (firma Lach-Ner, s.;.6eskéa republika)

5.4 Charakteristika realnych vzorku

Oznaeni: 2 CAS 1.1 — pracovni ozfeni moraprini.1
3 CAS 2.1 — pracovni ozteni moraprin.1

dodavatel: Moraprim s.r.o Lubavice
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Firmou Moraprim byly poskytnuty pouze nasledujidbrmace: Jedna se o vzorky obsahu-
jici 70 — 80 % vody, kyselinu aminokapronovou aravkapronan vapenaty a dodavatelem
blize nespecifikovanou ginnou slozku®. Vzhledem ke skuteosti, Ze nebylo znamdgs-

né slozeni vzork bylo k nim gistupovano jako ke vzotikn neznamym. Jejich zakladni

charakteristika nutna praipravu tesi je uvedena v tabulce 1.

Tab. 1. Vstupni charakteristika testovanych viaork

TOC pH
VZOREK
g.l* -
¢. 1.1 144,7 7,447
¢. 2.1 155,82 7,702

5.5 Hodnoceni uplné aerobni biologické rozlozitelnostrganickych la-

tek ve vodnim prosftedi

* Metodou stanoveni spebou kysliku v uzaleném respirometru

« Stanoveni byla provéda v souladu s normat CSN EN 1SO 9408.

» Pokud byla standardem latka vodou rozpustna, bilkal/ana ve form roztoku.
Pokud byl substrat nerozpustny, byl davkovéimp do reakni nadoby (Bima na-

vazka).

Zakladni vypety:

TOC -TOC 100
D1oc =100- ( kon.sub. kon-s'-P-) 6/
Tocpoé.sub.
Droc procento odstraimi substratu podle Gbytku organického uhliku (TOW) [

TOCwonsub.  VeSkery organicky uhlik v substratu na koneiemi [mg/I]
TOCionsip.  veSkery organicky uhlik ve slepém pokusu na kamgeni [mg/l]
TOCxsub.  veSkery organicky uhlik v substratu n&aiku nereni [mg/l]

_ (B, -BX, )R 171

S

BX

CZR
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BSKs substratova biochemicka spatia kysliku [mg/g]

BSK. celkova biochemicka speba kysliku [mg/l]

BSKsip. biochemicka spaeba kysliku u slepého pokusu [mg/l]
R fed®ni zasobniho roztoku substratu (12,5) [1]

CzrR koncentrace zasobniho roztoku substratu [g/l]

_ (4a+b-2c-3d)I8

T My 18/
TSK teoreticka spoeba kysliku [mg/g]
pocet atond uhliku v substratu
B patet atormi vodiku v substratu
paiet atoni kysliku v substratu
D pctet aton dusiku v substratu
Mr relativni molekulova hmotnost substratu [g/mol]

5.6 PouZzité pristroje

» Elektrochemicky respirometr BI-2000, Bioscience. ji¢dSA
» Analyzéator celkového organického uhliku, Shimadzu

* Micro-Oxymax firmy Columbus inc. USA

* Centrifuga

* SuSarna Memmert model 100, SRN

* pH-metr
5.7 Pracovni postupy

5.7.1 Respirometr BI-2000 (Bioscience inc., USA)

Respirometr BI-2000 pracuje na manometrickém poimereieni s elektrolytickou genera-
ci kysliku, ktery je Bhem experimentu sp@bovavan mikroorganismy uvhiteakni na-
doby. Podrobny popis respirometru BI-2000 je uvedditerarni ¢asti diplomové prace
(kap.2).

Pti pripraw experimentu byl zvolen celkovy objem réaksuspenze 500 ml. Do jednotli-

vych reaknich nadob bylo davkovano minerélni médium, subgstandardni latka nebo
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realny vzorek) a inokulum ve zvolenych koncenthciako inokulum byl pouZit aktivo-
vany kal z¢istirny odpadnich vod Malenovice. Jednotlivé reaktayly pondeny do vodni

lazre (25+1°C) a propojeny spojovacim kabelemitkgnimu panelu regkiho modulu. Po

nasazeni vSech pgebnych c¢asti na reakni nadobu byl proveden vzdy tesismosti a

v konené fazi byl spugh dany experiment. Davkovani jednotlivych kompordmreak-

nich nadob je pro kazdy test uvedeno ve vysledkasé.

5.7.2 Respirometr MicroOxymax (Columbus inc., USA)

Respirometr MicroOxymax pojme 30 réakch nadob. Objem red&ki suspenze byl zvo-
len 50 ml. Do jednotlivych nadob bylo davkovano eréini médium, substrat (standardni
latka) a inokulum. Koncentrace jednotlivych kompane reaknich nadobach je uvedena
ve vysledkovécasti (Test COLUMBUS TN _1). iP experimentu dochazi k periodické
cirkulaci plynné faze v regkich nddobachips 2 senzory: senzor pro analyzy OO,.
PodrobrjSi popis respirometru MicroOxymax je uveden wratai ¢asti diplomové prace
(kap. 1.2).

5.8 Bézné laboratorni analyzy a postupy

Stanoveni organicky vazaného uhliku

Pro stanoveni organicky vazaného uhliku byl podralyzator celkového organického
uhliku, Shimadzu. Princip stanoveni TOC je zalobenoxidaci veSkerého organického
uhliku ve vzorku v trubici s platinovym katalyz&an @i 670 °C v proudu vzduchu.
Vznikly CO, je veden do NDIR detektoru (Non-Disperze Infracedektor), kde signal
vznikajici absorpci iislusné vinové délky je registrovan jako plochaupfkimo antrna

koncentraci TOC ve vzorku [24].

Stanoveni susSiny aktivovaného kalu

SuSina aktivovaného kalu byla stanovena vakuovtnadi 10 ml suspenze aktivovaného
kalu pres ffedem vysuseny a zvaZzeny fittrd papir (o plosné hmotnosti 85 g)mPoté byl
filtracni papir vysusen do konstantni hmotnofititgplo€ 105 °C. Po vychladnuti v exsi-
katoru byl zvazen na analytickych vahach. SuSina@akaného kalu byla vyjdéna rozdi-

lem hmotnosti. Stanoveni bylo provedefikrét vedle sebe.
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Méieni pH
Pomoci dvou tlumivych roztdko pH 7 a pH 4 byl pH metr nakalibrovan a poté wie-
feno pH vzorku.
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6 VYSLEDKOVA CAST

Ve vysledkovécasti je uveden chronologicky soupis jednotlivyclpexmentt probihaji-
cich na elektrochemickém respirometru BI-2000 giremetru MicroOxymax @CO..
VSechny uvedené protokoly téstbsahuji veSkera nairena data &etné nereprodukova-
telnych (ozn&ena Sed), kterd ale nejsou v diskustasti (kap.7) jiz uvedena ani matema-
ticko-statisticky zpracovana. Vzhledem k objemuleglki jsou vysledkové&ast a diskusni

cast oddleny.

V tabulkadch a obrazcich niZze je pousitala zkratek a symbhil které jsou pro rychlou
orientaci popsany jiz na tomto misflejich Gplny pehled je uveden v seznamu pouzitych

symboh a zkratek na konci prace.

Legenda:

Sl.p. slepy pokus

B-Na benzoan sodny

Glyc. glycerin

Mer. meritena 100 —fsodni Skrob

Kap. kaprolaktam

Anil. anilin

SusSinge suSina inokula na zatku neteni [g/1]

SuSingon suSina inokula na koncidfeni [g/1]

TSK teoreticka spétba kysliku [mg/g]

tlag lagova faze [h]

TOCox vesSkery organicky uhlik na &tku neteni [mg/l]
TOGCon vesSkery organicky uhlik na konciebeni [mg/l]

Droc procento odstrami substratu podle ubytku organického uhliku [%]
BSKmax maximalni hodnota biochemické sfatiy kysliku [mg/g]
CHSKc, chemicka spoeba kysliku [mg/g]

rpm rotate per minute (af&y za minutu)

p. pozice reaki nadoby

BM pozice bez michani reaki snesi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

*  BSKnax slepych pokusje uvadna v mgl/l.

* Hodnoty suSiny na zatku i na konci réteni, veSkerého organického uhliku a pH
u jednotlivych test byly provedeny vzdy u jednoho zastupce.

* Objem reakni suspenze u respirometru BI-2000 byl vzdy 500 uniespirometru
MicroOxymax byl 50 ml.

eV prab¢hu testovani byl zaznamenan naznak rozdilnych daidnot BSK mezi
jednotlivymi moduly, proto jsou vysledky z modwe vysledkov&asti od sebe
déleny.

« Sed oznaena data v nize uvedenych grafech jsou pro stitistzpracovani vy-
louc¢ena z dvodu neregulérnich podminek testu - vypadek micrealéni suspen-
ze nebo nefunidnosti cely.

* Zn&eni v legend grafi: nag.: sl.p. 1-2/3 znd slepy pokus v testét TN_1 - mo-
dul 2 a pozici reatni nadoby 3.
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6.1 Vysledky testi s respirometrem BI-2000

Test¢. TN_1 — Volba vhodné koncentrace substratu

Inokulum: Aktivovany kal (AK) SubstraBenzoan sodny(B-Na)
Modul 1 pozice 1-8: 200 mg/l AK Modul 1 pozice85100 mg/l B-Na
Modul 2 pozice 1-8: 200 mg/l AK Modul 2 pozice 5-8: 200 mg/l B-Na

Tab. 2. Sledované parametry te&tdN_1 pro modul 1 a modul 2

Sledované parametry SLp. | Sl.p. | Slp. | Slp. | B-Na | B-Na | B-Na| B-Na
Doba testu [h] 68 68
SuSinge: [g.17] 0,2 0,2
TSK [mg.g7] 0 1609
tiag [h] <5 <5
MODUL 1
TOGx:. [mg."] 7,474 64,19
TOGon. | [mg.I"] 9,047 14,82
Droc [%] - | -] -] - 91,01
Sudingon, | [9.1] 0,362 0,490
BSKmax | [Mmg.g"] | 75,56] 81,19| 48,44] 50,27| 143,3| 616,3 713,56 374,1
BSKma{ TSK' | [%0] -- -- -- -- | 8,91 | 38,31 44,34 23,26
MODUL 2
TOGx:. [mg.I"] 7,474 115,8
TOCon. | [mg.I"] 9,047 23,07
Droc [%)] - | -] -] - 87,89
Sudingon, | [9.1] 0,362 0,409
BSKmax | [mg.g7] | 92,55] 99,1 | 89,33 65 |1113,41100,3 968,8] 1094,6
BSKma{ TSK' | [%] -- -- -- -- | 69,2 | 68,38 60,211 68,03
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Testé. TN_2 — Vliv intenzity michani na pribéh celkové BSK |
Inokulum: Aktivovany kal (AK)
Modul 1 pozice 1-8: 200 mg/l AK
Modul 2 pozice 1-8: 200 mg/l AK
Modul 1 -0 rpm (' bez michani)

SubstrdBenzoan sodny(B-Na)
Modul 1 pozice85200 mg/l B-Na
Modul 2 pozice 5-8: 200 mg/l B-Na

Modul 2 =400 rpm ( maximalni mozné otéky)

Tab. 3. Sledované parametry te&tdN_2 pro modul 1 a modul 2

Sledované parametry| Slp. | Sl.p.| Slp. | Sl.p. | B-Na| B-Na | B-Na | B-Na
Doba testu [h] 140 140
TOCx. [mg.I "] 6,094 131,4
SuSinge: [g.17] 0,2 0,2
TSK [mg.g7] 0 1609
MODUL 1
TOGCon. [mg.I"] 9,296 15,94
Droc [%0] - ‘ - ‘ - | - 94,94
Susingon. [g9.1"] 0,3307 0,32
BSKmax | [mg.g'] | 19,5 | 15,67 32,84| 33,78 1051 8621 987,7 96,7
BSKmal TSK | [%] - - - - | 70,91| 53,59 61,39 59,77
tiag [h] 16 16
MODUL 2
TOCion. [mg.I"] 8,242 13,51
Droc [%] - | -] -] - 95,99
Susingon. [9.17] 0,325 0,238
BSKmax | [mg.g'] |147,77 -- [133,31132,37/1187,8 1149,4 1160,5 1192
BSKmad TSK | [%] - - - - | 73,82 71,44 72,13 74,09
tIag [h] <5 <5
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Testé. TN_3 — Vliv mineralniho média na respiraci inokua

Inokulum: Aktivovany kal (AK)
Modul 1 pozice 1-6: 200 mg/l AK
Modul 2 pozice 1-6: 200 mg/l AK

Modul 1 —standardni mineralni médium

Modul 2 —dusiénanovémineralni médium

SubstraBenzoan sodny(B-Na)
Modul 1 pozice 4200 mg/l B-Na
Modul 2 pozice 4200 mg/l B-Na

Tab. 4. Sledované parametry te&td’N_3 pro modul 1 a modul 2

Sledované parametry | Sl.p. | Slp. | Slp. B-Na B-Na B-Na
Doba testu [h] 168 168
SuSinge: [g.1"] 0,2 0,2

TSK [mg.g] 0 1609

tag [h] <5 <5

MODUL 1

TOCyq. [mg.I"] 9,732 104,5
TOCon. [mg.I"] 6,669 18,18

Droc [%] - -- -- 88,99
Susingon, [g.17] -- -

BSKmax [mg.g7] | 131,25| 129,03| 119,88( 1140,09| - 939,80
BSKmal TSK | [%] - - 70,86 -- 58,41
MODUL 2

TOCyq. [mg.I"] 5,213 103,2

TOCon. [mg.I"] 7,26 13,86

Droc [%] - -- -- 93,61

Susingon, [g.17] -- -

BSKmax [mg.g] | 73,76 | 91,92 11,69 1166,d51292,62| 1298,32
BSKmal TSK | [%] - - -- 72,47 | 80,34| 80,69
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Testé. TN_5 — Stanoveni biologické rozloZitelnosti staraddi |

Inokulum: Aktivovany kal (AK)
Modul 1 pozice 1-8: 200 mg/l AK
Modul 2 pozice 1-8: 200 mg/l AK

Tab. 5. Sledované parametry testdN_5 pro modul 1 a modul 2

Substr&enzoan sodny, glycerir(B-Na, Glyc.)
Modul dzice 5-8: 200 mg/l B-Na
Modul dzice 5-8: 200 mg/l Glyc.

Sledované parametry Sl.p. | Sl.p. | SLp. | Slp. | B-Na| B-Na | B-Na | B-Na
Doba testu [h] 208 208
TOGy. | [mg.I"] 7,89 102,7
TOGion. | [Mg.I"] 4,58 5,57
Droc [%6] - 99,04
Susing:. [9.17] 0,104 0,123
Susingen. | [g."] 0,153 0,307
TSK [mg.g'] 0 1609
BSKmax | [mg.g"] | 169,5| 183,42212,63 180,13 1141,7/1137,7/1174,1 1104,2
BSKmal TSK | [%] - - -- - | 7096| 70,71 72,97 68,63
tiag [h] ccab cca s
Sledované parametry Sl.p. | Slp. | Slp. | Sl.p. | Glyc. | Glyc. | Glyc. | Glyc.
Doba testu [h] 208 76| 204 204 204
TOCx. [mg.I"] 7,89 65,13
TOGon. | [Mg.I"] 4,58 6,95
Droc [%6] -- 96,36
Susingg:. [9.17] 0,104 0,123
Sudingon. | [9.17] 0,153 0,245
TSK [mg.g'] - 1216,16
BSKmax | [Mg.g'] | 157,87 81,42 | 147,47 154,9| 780,91814,66| 285,48 825,44
BSKmal TSK |  [%] - - -- - | 64,21| 66,99 23,47 67,87
tiag [h] cca 10 cca 10
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Testé. TN_6 — Owieni optimalni koncentrace susSiny aktivovaného kall

Inokulum: Aktivovany kal (AK)

Modul 1 pozice 1-3: 30 mg/l AK
Modul 1 pozice 4-6: 150 mg/l AK
Modul 1 pozice 7-8: 200 mg/l AK

Modul 2 pozice 1200 mg/l AK
Modul 2 pozice 2260 mg/l AK
Modul 2 pozice 5500 mg/l AK

Tab.6. Sledované parametry te&td'N_6 pro modul 1 a modul 2

 —

Sledované parametry 30 | 30 | 30 | 150 | 150 | 150 | 200 | 200
Doba testu  [h] 160 132 160 160
TOGyx. | [mg.I"] 5,157 8,905 10,77
TOGon. | [mg.I"] 6,95 2,92 6,78
PHon | [g.17] 7,54 7,51 75
Susinge | [9.1"] 0,03 0,15 0,2
BSKmax | [mg.g"] |66,83] -70 | 32,19] 20,29 122,1820,34 157,3] 159,1]
tiag [h] 15 15 15
Sledované parametry 200 | 250 | 250 | 250 | 500 | 500 | 500 | H:0
Doba testu [h] 160 160 160 -
TOCpw. | [mg.l"] [10,77 11,64 19,77 -
TOCen. | [mg.l"] | 6,78 2,87 7,84 -
PHxon. 7,5 7,49 7,47 -
Susinge. | [9.1M 0,2 0,25 0,5 --
BSKmax | [mg.g7 |127,6(129,33112,75131,76 188,69 179,99 184,69 --
tag [h] 15 15 0 -
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Testé. TN_7 — Stanoveni biologickeé rozloZitelnosti staraddi Il
Substr&enzoan sodny, glycerir(B-Na, Glyc.)

Inokulum: Aktivovany kal (AK)

Modul 1 pozice 1-8: 200 mg/l AK
Modul 2 pozice 1-8: 200 mg/l AK

Modul dzice 5-8: 200 mg/l B-Na
Modul dzice 5-8: 200 mg/l Glyc.

Tab. 7. Sledované parametry testIN_7 pro modul 1 (B-Na) a modul 2 (glycerin)

Sledované parametry] Sl.p. | Sl.p. | Skp. | Slp. | B-Na | B-Na | B-Na| B-Na
Doba testu [h] 160 88 160
TOCx. [mg.I "] 5,625 118,7
TOCon. | [mg.I"] 5,98 11,55
Droc [%] -- 95,31
PHoo:. 7,46 7,45
PHyon. 6,62 6,69
SuSinge: [g."] 0,2213 0,1897
Sudingon. | [9.17] 0,176 0,319
TSK [mg.g'] 0 1609
BSKmax | [mg.g'] [130,95 59,6 | 126,8] 135,331023,35 1125 | -- | 13222
BSKmaf TSK | [%] - - -- - | 6360] 69,92 - | 8217
tiag [h] cca 10 <8
Sledované parametry| Slp. | Sl.p. | Skp. | Slp. | Glyc. | Glyc. | Glyc. | Glyc.
Doba testu [h] 160 160
TOGou:. [mg.I"] 5,625 75,26
TOCon. [mg.I"] 5,98 8,946
Droc [%] - 96,06
PHpa:. 7,46 7 44
PHyon. 6,62 6,73
Susingg. [9.17] 0,2213 0,1897
Sudingon. | [9.7] 0,176 0,246
TSK [mg.g'] 0 1216,16
BSKmax | [mg.g'] | 145,25 143,52 142,31/ 148,73 762,97| 804,64 -- |855,34
BSKmaf TSK | [%] - - -- - | 62,74] 66,14 - | 70,38
tiag [h] <5 <5
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Testé. TN_8 — Volba vhodné doby vzorkovani
Substrateritena 100 (Mer.)

Inokulum: Aktivovany kal (AK)

Modul 1 pozice 1-6: 200 mg/l — 6h. AK
Modul 1 pozice 7-8: 200 mg/l — 4h. AK
Modul 2 pozice 1-6: 200 mg/l — 1h. AK

Modul 2 pozice 7-8: 200 mg/l — 4h. AK

Tab. 8. Sledované parametry te&tdIN_8 pro modul 1 a modul 2

Modul 1 pozid-6: 200 mg/l — 6h. Mer.
Modul 2 pozid-6: 200 mg/l — 1h. Mer.
Modul 2 pozié-8: 200 mg/l — 4h. Mer.

Sledované parametry Sl.p. Meritena 100
TOGou:. [mg.I"] -
TOCion. [mg.I"] 7,154 10,7
Droc [%0] -
PHpos 7,48 7.47
PHion. 6,62 6,72
SuSinge: [g.17] 0,189 0,189
Susingon, [g9.17] - 0,229
CHSKc, [mg.g'] 0 979
MODUL 1
Sledované parametry | SLp. | SLp.| Slp.| Mer. | Mer. | Mer.| SLp.| Slp. |
Doba testu [h] 138 138 138
BSKmax [mg.g | 141,5] 139 | 139,2 607 | 676,8] 387,6141,1] 137,8
BSKmaf CHSKer| [%] | -~ | — | - |61,90] 69,04 39,48 - | -
ting h] <10 <10 <10
MODUL 2
Sledované parametry | SLp. | SLp.| Slp.| Mer. | Mer. | Mer. | Mer. | Mer.
Doba testu [h] 139 138 138 136
BSKmax [mg.g'l] 135,1| 106,8| 112,5| 642,3| 628,7 | 690,8626,9| 639,2
BSKmad TSK [%0] -- -- -- 64,9 63,6| 69,9 63,7 64,96
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Testé. TN_9 — Stanoveni biologické rozlozZitelnosti dusétych standardi |
Inokulum: Aktivovany kal (AK)

Modul 1 pozice 1-8: 200 mg/l AK
Modul 2 pozice 1-8: 200 mg/l AK

Substratkaprolaktam (Kap.)
Modul 1 pozice 5-8: 200 mg/l Kap.
Modul 2 pozice 5-8: 200 mg/l Kap.

Tab. 9. Sledované parametry testdN_9 pro modul 1 a modul 2

Sledované parametry Sl.p. Sl.p. Kap. Kap.
Doba testu [h] 280 280
TOGou:. [mg.I "] 5,703 142
TOCon. [mg.I"] 5,984 10,58
Droc [%] - 96,76
PHo:. 7,48 7,42
PHkon. 6,66 6,09
SuSinga: [g.171] 0,363 0,319
SuSingon. [9.17] 0,141 0,431
TSK [mg.g] 0 2120,87
tiag [h] <5 <5
MODUL 1
BSKmax [mg.g'] | 160,03 | 105,21] 16883 1440,0
BSKmad TSK [%] - - 79,61 67,90
MODUL 2
BSKmax [mg.g’] | 164,44 | 88,49 1652,1 1503,0
BSKmad TSK [%] - - 77,90 70,87
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Test¢. TN_10 — Vliv teploty na prabéh respirace

Inokulum: Aktivovany kal (AK)

Modul 1 pozice 1-8: 200 mg/l AK
Modul 2 pozice 1-8: 200 mg/l AK

Sulvat: Benzoan sodny, Meritena 100
(B-Na, Mer.)
Modul 1 poziées: 200 mg/l B-Na
Modul 1zce 7-8: 200 mg/l Mer.
Modul 2 pozice 4-5: 200 mg/l B-Na
Modul 2 pozice 6-8: 200 mg/l Mer.

Tab. 10. Sledované parametry te&t’N_10 pro modul 1 a modul 2

Sledované parametry Sl.p. B-Na Meritena 100
TOGx:. [mg.I"] 6,424 124,5
TOGon. | [mg.I"] 10,85 14,11 16,56
Droc [%] - 97,38
PHpo:. 7,51 7,51 7.49
PHion. 6,63 7,09 6,71
Susinge. | 917 0,288 0,288 0,288
Susingon. [g9.17] 0,235 0,218 0,211
TSK (CHSK:) | [mg.g 0 1609 979
tiag [h] <10 <10 <10
MODUL 1
Sledované parametry| Slp. | Sl.p.| Sl.p.| B-Na | B-Na | B-Na | Mer. | Mer.
Doba testu [h] 140 140 140
BSKmax [mg.g | 151,3] 148,1 157,2| 1106,5] 1231,2] 1152,4| 654,9 | 666,7
BSKma/ TSK [%] -- -- -- 68,77| 76,52 71,62 66,89 68,10
MODUL 2
Sledované parametry| Slp. | Sl.p.| Sl.p.| B-Na | B-Na | Mer. | Mer. | Mer.
Doba testu [h] 136 136 136
BSKmax [mg.g | 132,2|123,6| 122,5| -- 1029,6| 460,75| 451,44| 520,4
BSKma/ TSK [%] -- -- -- -- 63,99| 47,09 46,11 53,16
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Testé. TN_11 — Stanoveni biologické rozloZitelnosti dusatych standardi Il

SubstratAnilin (Anil.)

Modul 1 pozice 5-8: 200 mg/I Anil.
Mod2ibozice 5-8: 200 mg/l Anil.

Inokulum: Aktivovany kal (AK)
Modul 1 pozice 1-8: 200 mg/l AK
Modul 2 pozice 1-8: 200 mg/l AK

Tab.11. Sledované parametry te&t'N_11 pro modul 1 a modul 2

Sledované parametry Sl.p. Sl.p. Anilin Anilin
TOGx:. [mg.I ] 8,12 180,5
TOGCon. [mg.I"] 6,98 12,21
Droc [%0] - 97,1
PHpo:. 7,46 7,49
PHkon. 6,56 6,30
Susingy. [g9.17] 0,207 0,207
SuSingon. [9.17] 0,154 0,147
TSK [mg.g7] 0 2405,24
llag [h] <5 20
MODUL 1
BSKmax [mg.gY] | 230,81 | 249,58 2121| 19704
BSKma/ TSK [%6] - - 88,18 81,92
MODUL 2
BSKmax [mg.g’] | 253,97 | 219,17| 1955| 14415
BSKma/ TSK [%6] -- -- 81,28 59,93
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Testé. TN_12 — Vliv intenzity michani na pibéh celkové BSK I

Inokulum: Aktivovany kal (AK) Subsatr Benzoan sodny(B-Na)
Modul 1 pozice 1-8: 200 mg/l AK Modul 1 pozice 5-8: 200 mg/l B-Na
Modul 2 pozice 1-6: 200 mg/l AK Bla 2 pozice 4-6: 200 mg/l B-Na

Modul 1:400 rpm
Modul 2:200 rpm

Tab. 12. Sledované parametry test’N_12 pro modul 1 a modul 2

Sledované parametry Slp. | Sl.p. | Slp. | Sl.p.| B-Na | B-Na |B-Na| B-Na
Doba testu [h] 160 160
TOGww. | [mg.I"]
TOGwon. | [mg.I"]
Droc [%0]
PHpo:. 7,52 7,47
kaon. 6,71 7,15
Susing:. [g.171] 0,104 0,248
TSK [mg.g7] 0 1609
MODUL 1
Sudingon. | [9.1M 0,132 0,119
BSKmax | [Mg.g7 | 196,7] 186,03180,04/177,3| 1025,9] 1135,] 876/8151,1
BSKmaf TSK| [%] -- -- -- -- 63,76 | 70,54| 54,4971,54
tiag [h] <10 <10
MODUL 2
Sudingon. | [g.17] 0,143 0,302
BSKmax |[Mg.g7]| 158,05 171,4] 1856 959,95 972,64 922
BSKmad TSK |  [%] -- -- -- 59,66 60,45 57,35
tag [h] <5 <5
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Testé. TN_13 — O¥reni optimalni koncentrace susiny aktivovaného kalli

Inokulum: Aktivovany kal (AK)

Modul 1 pozice 1-2: 30 mg/l AK
Modul 1 pozice 3-5: 150 mg/l AK
Modul 1 pozice 6-8: 200 mg/l AK

Modul 2 pozice 3-5: 250 mg/l AK
Modul 2 pozice 6-8: 500 mg/l AK

Tab. 13. Sledované parametry test’N_13 pro modul 1 a modul 2

Sledované paramety 30 30 150 150 | 150 | 200 | 200 200
Doba testu| [h] 136 136 136

TOGww. |[mg.l"]

TOGon. | [mg.I"]

PHoo 7,53 7,52 7,53

PHion. [g.17] 7,08 6,84 6,82
Susinge. | [9.17] 0,027 0,15 0,189
Sudin@on, | [g.1"] 0,178 0,149 0,141
BSKmax | [mg.g | 60,87 | 57,02] 144,92142,87 136,4| 142,6| 141,04152,75

tiag [h] <5 <5 <5

Sledované paramety 250 | 250 | 250 500 | 500 | 500

Doba testu [h] 140 140

TOGyw. |[mg.]

TOCeon. |[mg.]

PHoa: 7,53 7,51

PHyon. 6,82 6,74

Susinge. | [9.17] 0,241 0,451

Susingon. | [9.17] -- 0,223

BSKmax | [mg.g | 163,29 158,28 164,28 185,15/ 226,38 206,03

tIag

[h]

<5

<5
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Testé. TN_14 — Stanoveni biologické rozloZitelnosti neamého realného vzorku

Inokulum: Aktivovany kal (AK)

Modul 1 pozice 1-8: 200 mg/l AK
Modul 2 pozice 1-8: 200 mg/l AK

Allythiomoc¢ovina: Modul 1 pozice 1-8: 10 mg/I

Modul 2 pozice 11&® mg/I

Substraty:Benzoan sodny, vzorky
Moraprim (B-Na, M.)
Modul 1 pozice 3-4: 200 mg/l B-Na
Modul 1 pozice 5-8: 200 mg/l M.

Modul 2 pozicd:3200 mg/l B-Na
Modul 2 pozice 5-8: 200 mg/l M.

Tab. 14. Sledované parametry te&t’N_14 pro modul 1 a modul 2

Sledované parametry| Sl.p. | Sl.p.| B-Na | B-Na |[M1.1|M1.1|M21|  M2.1
Doba testu [h] 304 304 304 304
TOCx. [mg.I"] 8,4 111,9 36,92 37,88
TOGon. [mg.I"] 14,39 21,98 21,83 19,16
Droc [%0] -- 93,22 79,85 87,41
PHp. 7,53 7,52 7,49 7,49
PHxon. 7,58 7,88 7,68 7,67
SuSinge:. [9.17] 0,241 0,229 0,239 0,239
SuSingon. [9.17] 0,218 0,2097 0,118 0,158
TSK [mg.g'] 0 1609 - --
tiag [h] <5 <5 <5 <5
MODUL 1
BSKmax [mg.g'] | 58,34] 56,1 | 1401,61473,7| 449,7| 379,1| 468,7| 673,3
BSKma! TSK | [%] - -- | 87,11 9159 -- - - -
MODUL 2
BSKmax [mg.g’] | 62,33] 54,7 | 1434,31389,6) 406,9| 383,5| 499,8| 553
BSKma{ TSK [%0] -- - | 89,14| 86,36 -- -- -- --
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6.2 Vysledky testi s respirometrem Micro-Oxymax
Test COLUMBUS_TN_1
Inokulum: koncentrace v reaktoru — 200 mg/I
aktivovany kal - pozice: 1-4 slepy pokus
Substrét: koncentrace v reaktoru — 200 mg/I
Benzoan sodny - pozice: 5-8  (michani 300)rp
- pozice: 28 -30 (bez michani — BM)
Meritena 100 - p@&zi®-12 (michani 300 rpm)
- pozice: 25 -27 (bez michani — BM)
Glycerin - pozice: 13-16
Kaprolaktam - pozice: 17-20
Anilin - pozice: 21-24
Tab. 15. Sledované parametry testu COLUMBUS_TN_1
Sledované parametry| p.1 p.2 p.3 p.4 p.9 [ p.l2
Doba testu [h] [133,05]|133,15(133,25|133,35| 133,85 | 134,16
TOCox. [mg.I"] 5,586
TOCkon. [mg.I"] 7,229 14,36
Droc [%0] -
PHpa 7,52 7,48
PHion. 6,61 6,66
Susingq: [9.1] 0,2 0,2
Susingon. [g9.17] 0,308 0,204
CHSKc, [mg.g°] - 979
BSKmax  |[[Mmg.g71| - 701,9 | 593,2
BSKmad TSK [%0] - 71,69 | 60,6
Sledované parametry| p.13 | p.14 | p.15 | p.16 | p.25 | p.26 [ p.27 | p.30
Doba testu [h] [134,26]134,36 134,46 134,56 | 135,47 | 135,57 | 135,67 | 135,97
TOGC«:. [mg.I"] 80,1 144.8
TOCon. [mg.I"] 7,47 14,36 15,5
Droc [%] 99,70 94,29
PHp. 7,46 7,48 7,48
PHion. 6,66 6,66 7,10
Susingg:. [9.1"] 0,2 0,2 0,2
SuSingon. [g.1"] 0,065 0,204 0,257
TSK (CHSKc) [ [mg.g7] 1216,16 979 1609
BSKmax [mg.g'] [438,84| 843,6 |739,21|730,87 | 261,42 | 401,16 | 407,67 | 887,88
BSKa/TSK [%] | 36,08 | 69,37 | 60,78 | 60,10 | 26,70 | 40,98 | 41,64 | 90,69
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Obr. 46. Pitb¢h biologického rozkladu substéab koncentracR00
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* Sed® ozn&ena data byla vylaiena — v pibéhu mefeni doslo k pekrateni ne&ticiho rozsa-
hu kyslikového detektoru.
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7 DISKUSNI CAST

Z literarni studie vyplyva, Ze biodegrada procesy jsou obvykle popisovany matematic-
kym modelem prvnih@adu. Jestlize je biodegradace povaZzovana za reakeihotadu,
pak je rychlost biodegradace @ma koncentraci testovaného substratu [25]:

vz—%z—kl (S 19/

Kde S je koncentrace testovaného substratutdggden), kje rychlostni konstanta prvni-
hotadu (deff) a v je rychlost Gbytku testované latky (rychlbaidegradace).
Transformace této rovnice vede k:

S..(t)=S e™ 110/

Kde Semje zbyla koncentrace testované latky,a [ jeji pasatesni koncentrace.

Larson a Perry [26], Larson [27] Srinivasan a éghavan [28] pouZili kinetiku prvniho

fadu ke stanoveni rychlosti spety kysliku a tvorby C@uzitim nasledujiciho nelinearni-

ho modelu:
0 pro x<c

y= K (t-0) 111/
all-e" pro x>c¢

Kde y je chemicka spiba kysliku resp. tvorba GQ@procentudlni), t j&as (den), a je
asymptota Kvky, k; je rychlostni konstanta prvnitiédu (defl) a c je lagova faze (den).

Vzhledem ke skutmosti, Ze pitbéhy biologickych rozklad zvolenych modelovych latek
odpovidaly modelu kinetiky prvnih@du /11/, byla v prvnim kroku vSechna reprodukova-
telnd data zpracovana pomoci rovnice /11/. Na &dora” je ukazan fiklad takového
zpracovani nagtenych dat z testét TN_5: B-Na 4-1/5
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Obr. 47. Kinetické zpracovéani testu TN_5

Jednim z fivodnich zamsri celé diplomové prace bylo provést validaci/veafik respiro-
metru BI-2000. Vzhledem k n&éekavanym problédm s pistrojem, které nastaly
v pribéhu diplomové prace, bylo nutno tento z@&rprehodnotit a zastit se nejdive na
Zprovozrni pristroje a vytipovani vhodnych podminekieni. Rivodné zamyslenou vali-

daci/verifikaci uz nebylo moznécasovych dvoda provest.

7.1 Rekalibrace mériciho rozsahu tlakovych senzai

V prab¢hu prvnich experimefitbyla zaznamenana chyba v ngemych datech v podéb
nerealnych hodnot biochemické sty kysliku (obr. 48). Toto chybné hlaSeni se abjev
valo pokazdé, kdyz atmosféricky tlak poklesl po@® &®a. Po konzultaci se servisnirfest

diskem fmy. Bioscience USA byla provedena tzv. liekace rozsahu tlakovych sensor
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Obr. 48. Pitb¢h biologického rozkladu benzoanu sodného s chybo-

vym hlaSenim nerealnych hodnot BSK

Rekalibrace byla provedena ve dvou krocich. V pfazi byl manuala nastaven vyssi
rozsah tlakovychkidel umisénych na zadni strémreakéinich moduli. Zvy3eni bylo prove-
deno o 20 mm Hg. V dalSi fazi byla #mna tzv. atmosféricka konstanta a totxqdns
doporiené hodnoty 9,53 {ppcitavaci koeficient vhodny pro nadis@ou vySku nizsi
jak 300 m.n.m.) na hodnotu 9,21 [20].

Jednalo se o pa¥fme razantni zdsah do systému ulgthu jiZ rozplanovaného harmono-
gramu experimeiit Z tohoto divodu byl tento zasah do systému analyzovan pomi a
lyzy rozptylu (ANOVA). Anova se pouziva v situacjdkdy nas zajima vliv jedné nebo
vice nominalnich prosmnych, tzv. faktak, na kvantitativni prognnou. Zkoumame-li
zavislost pouze na jednom faktoru, potom hHtwe o jednofaktorové analyze rozptylu
[30].

Vysledkem analyzy rozptylu je hodnota hladiny vymmasti (p). Vypdétena p-hodnota je
vyuzita k rozhodnuti, zda je efekt daného faktoggnamnyci ne. Za vyznamné se pova-
Zuji faktory, jejichZ p-hodnota je nizZSi nez 0,05.

Na obrazku 49 je ukazangmeh biologického rozkladu benzoanu sodnékedpa po reka-
libraci. Z obrazku a nasledujiciho textu vyplynute, jednotlivé pib¢hy byly v ramci chy-

by méteni, takZe byly potvrzeny vysledky anovy, Ze rdkalce neovlivnila nastena data.
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Obr. 49. Pibéh biologického rozkladu benzoanu sodnéliedpa

po rekalibraci nticiho rozsahu tlakovych senzor

V tomto gipack byla pro anovu jako faktor zvolena rekalibrac&dlaych senzar a analy-
zovan byl jeji vliv na hodnoty BSku, rychlostni konstantu a lagovou fazi. Vysledkem
téchto analyz byly p-hodnoty rovny 0,48 (BR), 0,45 (k) a 0,97 ). Tim je dokazano,
Ze rekalibrace sticiho rozsahu tlakovych senaaneovlivnila nansiené hodnoty.

7.2 Reakéni moduly

Vzhledem ke skutmosti, Ze kazda jednotka respirometru BI-2000 — whocha vlastni
tlakovy senzor a k faktu, Ze citlivost korektorzsahu tlakového senzoru je velmi vysoka,
nebyl rozsah nastaven u obou mddidenticky. Pro posouzeni, zda jednotlivé redk
moduly nepracuji odlign byl vyuzit Wilcoxoriv parovy test na hladénvyznamnosti

p = 0,05 [31]. Vysledkem testu byla p-hodnota roQri26. Test neprokazal, Zze by jednotli-
vé reakni moduly ngly vliv na nangéfend data. Reg&ki moduly tedy pracovaly v ramci
chyby, coz je patrné i z obrazku 49 zndizgiciho pabéh biologickeho rozkladu benzoanu

sodného v jednotlivych reakich modulech.
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Obr. 50. Pitbéh biologického rozkladu benzoanu sodného

v jednotlivych reaknich modulech

7.3 Navrh vhodné susiny kalu

Davkovani aktivovaného kalu je v normach udavamozwmezi od 30 mg/l az po 1000
mg/l. Fi stanoveni BSK v uzaenych respirometrech (BIAL BOD, Micro-Oxymax
0,/CO,) se na UIOZP osdcily koncentrace suSiny v rozmezi 30-500 mg/l (nelybi-
nou grekroten nerici rozsah fistroje). V uvedeném rozsahu byly proto voleny lanica-
ce aktivovaného kaluipnavrhu podminek gfeni s respirometrem BI-2000. Byly prove-
deny dva na sabnezavislé testy ¥asovém odstupu cca 3égice, testt. TN_6 a test
¢. TN_13 pouze jako respimai testy bez fidavku substratu.

Pribéh endogenni respirace byl mizkych hodnotach susiny kalu (30 mg/l) nerepkadu
vatelny a ¥tSinu ¢asu v zapornych hodnotach — pod mezi detekistrpje (obrazek 51).
Vhodné davkovani aktivovaného kalu bylo 200-250Imb dalSi testy byla pouzivana

susina kalu 200 mg/I.
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7.4 Odhad minimalni koncentrace substratu

Pred zahajenim celé série experiniebylo nutno nejprve navrhnout minimalni koncentra-
ci dokre rozlozZitelného substratu v reaktoru. Tato koneeet néla byt takova, aby vy-
sledna hodnota biologické speby kysliku byla vyrazh vysSi nez hodnota endogenni
respirace (minimakh 3*) a tudiz nezanikla v rdmci ,Sumu” (respiracenséného AK).
Prilis vysoka by naopak mohla vést k rychléemwesnpéni elektrolytu, jehoz vygna Ci

doplréni by mohla vést k n&tnosti cely, ktera se jiz vignéhu testu neda @éit.

Stanoveni bylo provedeno v testuTN_1. Ri vlastnim sestavovanitigtroje jiz byly od-
zkouSeny izné koncentrace a proto byly v tomttipact navrzeny pouze @vhodnoty:
100 mg/l a 200 mg/I.

Na obrazku 53 je zaznamenarilmih biologického rozkladu benzoanu sodnékagzhto
koncentracich 100 mg/l a 200 mg/l. Z diference ygtappokus (endogenni respirace)
a vlastnich testse lépe jevilo vysSi pouzité davkovani substrBtutestovani s tire bio-
logicky odbouratelnych substtaby jejich nizka koncentrace mohla vést k malymdfez
lim mezi celkovou a endogenni respiraci; sg@né hodnoty substratové BSK by pak byly

zatizeny velkou chybou. DalSi testy byly pro&ay pii koncentracich substi@200 mg/l.
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Obr. 53. Pitbéh biologického rozkladu benzoanu sodného o dvou

riznych koncentracich

Jestlize se hodnoty BSK pohybovaly okolo 300-5001 mgbylo nutno v pibéhu meteni

obnovovat elektrolyt.

7.5 Vliv michani a teploty na pribéh biologického rozkladu

Béhem jednotlivych experimeintse projevila teplota a intenzita michani jako vehy:
znamné faktory ovliiujici pribéh a reprodukovatelnostdeni. Ubytek rozpudhého kys-
liku v kapalné fazi je elektrochemicky generovadophovan z faze plynné.rPkontinu-
alnim michani reaii suspenze je zabezea dostatény prestup kysliku z plynné do ka-
palné faze. Nedostatee michani (nizké atky) nebo zastaveni michani (bohuzaste,
zpiusobené konstrukciiistroje) negativé ovlivni transport kysliku do kapalné faze a tim
i priabéh biologické rozloZitelnosti organickych latek, repentované nizSimi hodnotami
BSK.

Okolni teplota je rove¥ velmi dilezitym faktorem ovliviujici tvar biodegradaich zavis-
losti, porévadz respirometr BI-2000 pracuje na manometrickémcypu. Kolisani okolni
teploty vede ke koliséni tlaku ve&si ¢asti reakni cely: i mirné ochlazeni vede k poklesu
tlaku v cele a ke generovani kysliku. Mirnéénmy teploty laboratte fadow stupré C)
podstatsji neovlivni rychlost biologického rozkladu testowaeh latek, ale projevi se na
grafickém znazormi jejiho pabeéhu nevzhlednymi ,piky” (str. 63, obr. 35, 36). Pbd®
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se ale projevi i na fibéhu slepych pokus takze po jejich oddeni (@i vypoctu nag. sub-
stratové aktivity) je tento vliv do ziaé miry eliminovan.

Uvedené faktory byly proto analyzovany pomoci \agsbrové analyzy rozptylu
(ANOVA). Byl sledovan vliv teploty a michani na zgée prongénné: maximalni hodnotu
BSK (BSKmnay, rychlostni konstantu rozkladu a lagovou faziktedu. Statisticky vy-
znamne jsou ty faktory, u kterych bude p-hodnotagh@ez hladina vyznamnosti 0,05.
Dale byl zkouman tzv. efekt interakci. Ten hrajdi, rpokud je efekt jednoho faktoru
ovlivnén arovni ostatnich faktér Interakci, ktera zahrnuje dva faktory, i$ka dvouroz-
mérna [32].

U vSech ti zavisle prominnych byla graficky znazo&na mira vlivi jednotlivych faktod
(Paretiv graf) a interakce teploty s michanim (Graf maagifch piiméra a mezi spolehli-
vosti).

Na BSKnax mélo vliv pouze michani (p-hodnota = 0,000085), téplse neprojevila jako
vyznamny faktor (p-hodnota = 0,55). Statisticky ngmny byl pouze faktor michani
(p-hodnota <0,05), zatimco vliv teploty a interakspolupisobeni) faktak nebyl na hla-
din¢ vyznamnosti 0,05 prokazan. Tento vysledek poterzopr. 54, tzv. Parét graf [32],
ktery umozuje dolre posoudit miru jednotlivych efektParetiv graf (obr. 54) zobrazuje
miru efekfi teploty, michani a interakce mezi faktory. Svisda Fedstavuje minimalni
velikost efektu, i které tento mze byt povazovan za statisticky vyznamny nétérhla-
din¢ vyznamnosti (v naSemiipad 5%). Faktor 1*2 oznalje dvouroznirnou interakci
mezi faktory michani a teplota. Teplota i interakeezi olkma faktory se jevi jako nevy-

znamné faktory, které neowviiuji maximalni hodnotu BSK.
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Obr. 54. Parétv graf vlivu michani, teploty a interakce michani

s teplotou na BSKax

Na obrazku 55 je ukdzan efekt interakce faktorichani a teploty. Rovnébnost obou
spojnic pfimérd nazn&uje, Zze mezi faktory neni zZadna interakce, kteraollvnila
BSKmax TO je patrné i z obrazku 54, kde dvour@éemd interakce 1*2 neni za kritickou

hodnotou hladiny vyznamnosti.
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Obr. 55. Graf marginalnich foméra a mezi spolehlivosti pro hodnotu
BSKmax
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Za kontinualni povaZzujeme takové michani, u ktet@hem tesi nedoslo k Zadné poruse.
Oznaeni diskontinualni michani z¥iavypadekéi poruchu michani reghi smési bdhem
jednotlivych experimetit Konstantni teplotou je ozé@no Zadnégi jen nepatrné kolisani
okolni teploty. U test s prongnlivou teplotou naopak dochazelo ke kolisani tepkmt

0 10 °C.

Dale byl zkouman vliv michani a teploty na rychiodtonstantu k a lagovou fazi. Za vy-
znamné se ap povazuji takove faktory, jeZ'ekrati hladinu vyznamnosti 0,05. Z obrazku
56 a 57 je patrné, Ze na rychlostni konstantu avag fazi nélo vliv michani i teplota.
Vyznamna u obouifpadi byla i interakce mezi @ma faktory. VSechny uvedené faktory
piekrctily hladinu vyznamnosti, tudiZ je ideme povazovat za statisticky vyznamné a tim

ovliviaujici rychlostni konstantu i lagovou fazi.

zavisla proménna: k

Obr. 56. Parétv graf vlivu michani, teploty a interakce michani
s teplotou na rychlostni konstantu k
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zavisla proménna: tjog
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(2)Michani
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Obr. 57. Parétv graf vlivu michani, teploty a interakce michani

s teplotou na lagovou fazi¢d

Je patrné, Ze interakce mezi michanim a teplotowpjgact rychlostni konstanty a lagové
faze vyznamné. U oboutipadi byla v Pareto¥ grafu gekratena hranice hladiny vy-
znamnosti 0,05. To potvrzuji i obrazky 58 a 59, kdeovnolznost obou spojnic nazéia

je jisty stupé interakce mezi faktory. Tato interakce je statlstivyznamna.
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Obr. 58. Graf marginalnich foméra a mezi spolehlivosti pro hodnotu

lagove fazedy
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Obr. 59. Graf marginélnich joméra a mezi spolehlivosti pro hodnotu

rychlostni konstanty k

Michéni se projevilo jako velmi vyznamny faktorpfw byl kthem experimetit sledovan
vliv riznych intenzit michani na jgséh biodegradace modelovych latek (str.48, 66, test
¢. TN_2 a test. TN_12). Na obrazku 60 je ukadzaniipth biologickeho rozkladu benzoa-
nu sodnéhoip 3 arovnich michani (0, 200 a 400 rpm). Potvrdiéogedchozi zjidni, Zze
intenzita michani reg&ki snesi hraje velmi vyznamnou rolifphodnoceni biologické roz-

loZitelnosti organickych latek (BSK/TSK).
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Obr. 60. Piibeh biologického rozkladu benzoanu sodnékb P

Urovnich michani
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7.6  Biologicka rozlozZitelnost dusikatych substrah a nitrifikace

V testué. TN_9 a TN_11 byl zkouman vliv nitrifikace natpgh biologickeé rozlozZitelnosti
dusikatych latek kaprolaktamu a anilinu. U teskagrolaktamem se v cca 50 hogljpro-
jevila nitrifikace (str. 61, obr. 34, 35), u test@nilinem byl pibéh biologického rozkladu
a nitrifikace nepeswdcivy a tudiz neprokazatelny (obr. 37, 38).

V normach jsou uvashy dva zakladni postupy eliminace negativniho vinuifikace na
pribéh BSK. Jednim je bilance dusikatych latek a drulgmpridavek inhibitoru nitrifika-
ce. Nitrifikace niiZze byt potlédena gidavkem allylthioméoviny v koncentraci 10 mg/l.
Vzhledem kéasové tisni a charakteru neznamych reélnych vizoyka pro eliminaci nitri-
fikace pouzita inhibice allythiomovinou. Allylthiomaiovina byla davkovana v testu
¢. TN_14, kde byl jako substrat pouzit realny vzokédraprim. BEhem testu s¢mito real-
nymi vzorky byla preventivhpiidana allylthiom@ovina. Pfibéh nitrifikace se v biodegra-
datnich zavislostech neprojevil ( str. 71, obr. 4%.)4

7.7  Respirometr BI-2000 vs. Respirometr Micro-Oxymax

K porovnani narffenych dat v respirometru BI-2000 a Micro-Oxymaxybgrovedeny
testy, ve kterych byly jako modelove latky davkoyatycerin a pirodni Skrob Meritena
v koncentracich 200 mg/l. Z nghenych dat mZeme usuzovat, Ze oba respirometry po-
skytuji velmi podobné vysledky (obr. 61). Vyftené kritérium BSK/TSK jednotlivych

substrai se od sebe liSi jen v malém procentu.
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Obr. 61. Hodnoty BSK/TSK glycerinu a meriteny 10€egpirome-
tru BI1-2000 a Micro-Oxymax

7.8 Metodicky pokyn pro sledovani biodegradace organickch latek
v respirometru BI-2000

Predmétem diplomové prace &o byt owieni (validace/verifikace) respirometru BI-2000.
JelikoZz se Bhem jednotlivych experimeitobjevovaly stale nové faktory hlaymechnic-
kého charakteru, které musely byt prozkoumany alzbeeny, stal se cilem praciege-
vSim navrh metodického pokynu - postupu pro sledbbéodegradace organickych latek

v respirometru BI-2000.

7.8.1 Predmét metodického pokynu [3]

Tento pokyn specifikuje sledovani biologické ro#iethosti organickych latek aerobnimi

mikroorganismy stanovenim biochemické $pby kysliku v respirometru BI-2000.
Metoda je aplikovatelna pro organicke latky, ktsieau:

e ve vod rozpustné

* maloci ve vo& nerozpustné

Stanoveni BSK v uzd@egném respirometru neni vhodné pro tedlsnesi, které nemohou
byt michany nebo jen omezerNaopak je vhodné pro mikrobiologické testytippck

zajiseni intenzivniho michani (400 rpm).
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7.8.2 Podstata zkousky [3]

Organicka latka je jedinym zdrojem organického kihla energie v mineralnim médiu.

Koncentrace zkousené latky by s&lanpohybovat od 100 mg/l do 200 mg/l.

Reakni snes (mineralni médium, substrat a aktivovany kaljnighana v reaktoru, spo-
tieba kysliku mikroorganismy je stanovena manometnckpisobem ndieni. Vznikajici
CO;, je absorbovan hydroxidem draselnym v ab&oirzkumavce.Spétba kysliku (BSK)
korigovana spdebou kysliku souzrne provadného slepého stanoveni je vyj@da v mg
0O,/g (BSKs), nebo v procentech (BSKs/TSKjpadré Beka/CHSK). Krond toho mize
byt stup& biodegradace vygitan z vysledli nag. TOC u latek ve vofildolre rozpust-
nych z hodnot TOC na &atku a na konci danéhoéieni. Na zaklagitéchto udaj se hod-

noti biologicka rozlozitelnost zkousené latky.
7.8.3 ZkuSebni podminky [3]
Biologicky rozklad organické latky by ¢hprobihat v progedi s konstantni teplotou &ip
kontinualnim intenzivnim michani — 400 rpm.
7.8.4 Chemikalie [3]
* Mineralni médium (sloZeni +iprava viz. kap. 5.1)
» Absorbér oxidu uhtitého: pevny hydroxid draselny

» Elektrolyt: 1 N kyselina sirova
7.8.5 Postup zkousky [3]

7.8.5.1 P¥iprava roztoli zkouSenych latek

Pripravime zasobni roztok zkousené latky v mineralniédiu v koncentraci n&p2,5 g/l.
Do reaknich nadob, ve kterych je znamy objem mineralnilédliany odndiime gislusny
objem zasobniho roztoku tak, aby vysledna konceatekouSené latky v re&ki nadols
byla 200 mg/I (tato koncentrace byla stanovena ex@atalre).

7.8.5.2 P¥iprava inokula

Z laboratorniho modelu odeberemeityr objem aktivovaného kalu. Kal odstlime a na-

sledré rozmichdme v @itém objemu mineralniho média. Taktdéigpaveny zasobni kal
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(o objemu nap 1 litr) davkujeme do re&kich nadob v objemu, aby koncentrace suSiny
kalu v reaktoru byla 200 mg/I (stanoveno experitakes).

7.8.5.3 Zkouska

Pred zahajenim experimentu uvedeme respirometr BO-20® chodu (spiana zadni

straré moduli) a zapneme temperaci vodni 1&zn

Pripravime reakéni nadoby, do kterych nadavkujeme mineralni médiupipravené za-
sobni roztoky tak, aby celkovy objem réaksuspenze v reaktotinil 500 ml. Soukzne
piipravime modelové suspenze (slepé stanoveni ammes@e zkouSenou latkou), u kte-
rych zméiime pH a stanovime TOC. Do reakimoZzime michadla a reaktory umistime do
vodni l1azi. Do absorpni zkumavky pidame hydroxid draselny, do elektrolytickych cel
nadavkujeme elektrolyt (cca 40 ml na 1 celu) takhlkadina elektrolytu bude pod spinaci
elektrodou. Jednotlivéasti reaktoru na sebe napojime &uotme pomaoci specialniho tuku
na zabrusy (Lubriseal-petroleum grease base). Bponi reaktar k prednimu panelu
realkéniho modulu pomoci spojovacich kabelstavime v softwaru jednotlivé udajés(o
testu, objem reaki suspenze, dobu vzorkovani atd.). Provedeméssagisti (probiha bez
michani reaéni suspenze).iPtestu tsnosti je hladina elektrolyt@snt pod spinaci elek-
trodou, proto dojde ip spuséni testu k aktivaci cely a tim i ke generaci kyslilProces
skorti, jakmile se hladina elektrolytu dotkne spinaeké&lody. Pokud se hladina elektroly-
tu udrzi a nepoklesneilrem cca 5 minut @ pod spinaci elektrodu, je tegsmosti hotov.
Poté doplnime elektrolyt ¢Rolik mm nad spinaci elektrodu), spustime mich&aicni
suspenze a nechameézbt dany experiment.d8em pfibchu daného experimentu musime
dophiovat hladinu vody v tempefai lazni a kontrolovat, zda nedoslo kdeypani elektro-
lytu ¢i jiné zavad. V takovém pipack |ze jednotlivy reaktor stopnout nezavisle na estat

nich reaknich nadobach.

Po ukorgeni pokusu zkontrolujeme pH suspenze a stanovint@ TO
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo navrhnout a vypracovatadicky pokyn pro sledovani bio-
logické rozlozitelnosti organickych latek v respiretru BI1-2000.

Jelikoz byl respirometr BI-2000 na Ustavu inZzenjirgivotniho progtedi novy, musely byt
stanoveny podminky, které by byly optimélni progbgarespirometrem BI-2000.

Pro testovani byly pouzity standardni latky: bemzeadny, glycerin, ifrodni Skrob meri-
tena 100, kaprolaktam a anilin.

Jako kriticky faktor se hned v paétku jevilo michani reaki suspenze, které ma vyznam-
ny vliv na pbéh biologické rozloZitelnosti i na maximalni hodndtipchemické spoeby
kysliku. DalSim faktorem, ktery ovlivval hlavré pribéh rozlozZitelnosti, byla okolni tep-
lota. Tyto dva faktory jsou pro praci s respiroreairBI-2000 stZejni a doporéeni je pra-
covat i co nejmensim kolisani okolni teploty (nejlépeemperované mistnosti) a za kon-
tinu&lnim michani.

JelikoZ michani vyznandrovliviiuje piibéh biologické rozlozitelnosti, jevi se respirometr
BI-2000 nevhodnym pro testy vagnim prostedi. SloZitost celé aparatury nedovoluje ani
protiepani reaéni smesi, tudiz by byly nariené vysledky zkresleny. Naopak je respiro-
metr BI-2000 vhodny pro mikrobiologické testy vedwdm prostedi, mimo jiné i dvodu
snadné sterilizace sklemych reaktoi.

Dale byla v experimentech posuzovana optimalni &otrace substratu a susiny. Pro expe-
rimenty se jako vyhovuijici jevi koncentrace sulistiZ00 mg/l a koncentrace susiny kalu
taktéz 200 mg/l. ® nizSi koncentraci substratu (100 mg/l) nebylykghy biologické roz-
lozitelnosti modeloveé latky benzoanu sodného destatodliSné od endogenni respirace.
V neposledni fadk byly porovnany vysledky ziskané 2z respirometru 2B0GO

a respirometru Micro-Oxymax. Podle ziskanych vylslejg mozné usuzovat, Ze oba respi-
rometry poskytuji velmi podobné vysledky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

TOC
DOC
CHSK
PVC
BSK
BSKs
CES
ulozZpP
GC

Bl

p.a
Sl.p.
B-Na
Glyc.
Mer.
Kap.

Anil.

SusSinge:.

SuSingon,

TSK
tiag
TOC«.
TOCon.

Droc

Veskery organicky uhlik [mg]

Rozpu&iny organicky uhlik

Chemicka spegba kysliku [mg.d]
Polyvinylchlorid

Biochemicka spétba kysliku [mgf]
Substratova biochemicka sigtia kysliku [mg.d]
Co-ordinated Environmental Services

Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho presi
Plynova chromatografie

Bioscience, Inc.

Pro analyzu

Slepy pokus

Benzoan sodny

Glycerin

Meritena 100

Kaprolaktam

Anilin

Susina inokula na zatku retent [g.1*]

Susina inokula na koncidreni [g.1]
Teoreticka spseba kysliku [mg.d]

Lagova faze [h]

Veskery organicky uhlik na &atku nereni [mg.I']
Veskery organicky uhlik na konciteni [mg.I"]

Procento odstr&ni substratu podle ubytku organického uhliku [%0]
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BSKmax Maximalni hodnota biochemické spetty kysliku [mg.d]

rpm Rotate per minute (@féy za minutu)
p. Pozice reali nadoby
BM Pozice bez michani reak sntsi

p-hodnota Hodnota hladiny vyznamnosti
BSKc Celkovéa biochemickéa sgeba kysliku [mg1]

k Rychlostni konstanta
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