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Clinek shrauje dosavadni vysledky vyzkumu aplikace denitrifikacnich bakterii imobilizovanych v polyvinylalkoholové matrici (tzv. denitrifi-
kacni Biokatalyzdtor lentikats) na odstrariovdni oxidovanych forem dusiku z vod s vysokym obsahem anorganickych soli. Prvni aplikact je
odstrariovdni dusicnanii z eludtii vznikajicich regeneraci iontoménicovych kolon koncentrovanymi roztoky soli pro jejich opakované pouZiti.
Druhou aplikaci je denitrifikace odpadnich vod z tepelnych elektrdren vyznacujicich se vysokou koncentraci chloridii, siranii a dalsich iontii

(napr. Ca, Na, K, tézké kovy).

1. Uvod

Dusikaté latky patii mezi nejvyznamnéjsi polutanty povrchovych
vod, proto je nutné jejich odstraniovani z vod odpadnich (OV)
obvykle biologickou cestou — kombinaci nitrifikace a denitrifikace
[1]. Klasické cistirenské technologie vyuzivajici aktivovany kal v§ak
Casto selhdvaji pfi aplikaci na specificky zneciSténé vody (slané,
toxické apod.) [2, 3]. Vhodnou alternativou je vyuziti mikroorga-
nismd enkapsulovanych do polyvinylalkoholovych (PVA) ¢ocek
patentovanym postupem dle Vorlopa (tzv. Biokatalyzator lentikats
= BL) [4-6]. Imobilizace technologii Lentikats je vysoce biokom-
patibilni (zachovava pies 90 % biologické aktivity) a je zvladnuta
firmou LentiKat’s a.s v primyslovém méfitku. Imobilizaci je mozné
dosahnout vysoké koncentrace aktivni biomasy v systému, a to
i u pomalu rostoucich bakterii (napf. nitrifikacnich). Zaroven je
redukovana produkce odpadniho kalu, jehoz dal$i zpracovani patii
k nejvyznamnéj$im nakladim na cisténi OV. Hustota PVA gelu je
jen o mélo vyssi nez hustota vody, coz usnadnuje udrzovani BL ve
vznosu. Unikatni ¢ockovity tvar pak prakticky nebrani difizi latek
dovnitf a ven z matrice [4, 7, 8]. PVA matrice na druhou stranu ne-
brani rozmnozovani imobilizovanych mikroorganismui a obsahuje-li
¢iSténa voda dostatek zivin, je mozné udrzet dlouhodobou aktivitu
BL. Vhodnym davkovdnim BL je mozné dosdhnout témér libo-
volné nizkych odtokovych koncentraci znecist'ujicich latek [8-10].
Pro imobilizované bakterie predstavuje PVA matrice také jakousi
ochranou vrstvu zvySujici jejich Zivotaschopnost a umoziujici ¢isténi
prave i specificky znecisténych vod, typicky priimyslovych [10-13].
V této oblasti bylo v provozu uz nékolik pilotnich modelt (napf.
COV Chemopetrol as., Litvinov, COV ICN Roztoky u Prahy, COV
Biotika a.s., Slovenska Lup¢a, Diamo s.p.) a dal3f jsou v rézném
stadiu laboratorntho az poloprovozniho vyzkumu.

Ve spoluprici s LentiKat’s a.s. jsou na Fakulté zivotniho pro-
stfedi Univerzity J.E. Purkyné aktudlné feSeny dva projekty zameé-
fené na aplikaci denitrifikacnich BL na vody s vysokou salinitou
avysokym obsahem dusi¢nanti — eluaty vznikajici regeneraci ionto-
ménicovych kolon koncentrovanymi roztoky NaCl a Na,SO, a OV
z tepelnych elektraren. Takové vody jsou klasickymi technologiemi
zalozenymi na aktivovaném kalu htife ¢istitelné hlavné kvili osmo-
tickému stresu a inhibici denitrifikace vy$§imi koncentracemi soli
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dosavadni vysledky [10-12].

2. Experimentalni ¢ast

Eludty iontoménicovych kolon [10-12]. Pro experimenty byly pouzity
simulované roztoky eluatd pripravené z destilované vody piidavkem
az 12,14 g/l CI, az 1,35 g/l SO > a az 2,86 g/l N-NO*.

Odpadni vody z tepelnych elektrdren. Testovany byly redlné od-
padni vody dodavané pribézné z jiz provozovanych elektraren
v Polsku. Vody jsou charakteristické zejména vysokymi a zna¢né
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proménlivymi obsahy anorganickych soli (CI az 35 g/l, SO* az
17 g/l, Ca?* a Mg?* az 2 g/l), vysokym obsahem dusi¢nant (az
200 mg/l N-NO*), vysokou CHSK (az 1400 mg/l) a naopak nizsi
BSKS (stovky mg/l) a nedostatkem fosforu (<0,04 mg/l). Pro
¢astecnou standardizaci pokust byly vody upravovany na koncen-
traci Cl 20 g/l a 35 g/l piidavkem CaCl, a NaCl a na koncentraci
200 mg/l N-NO_® piidavkem KNO.,.

Biokatalyzdtor lentikats. V pokusech byly pouzity tfi typy denitrifikac-
nich BL s imobilizovanymi denitrifikacnimi bakteriemi Paracoccus
pantotrophus, Paracoccus denitrificans a Pseudomonas fluorescens. BL
byly pfipraveny na velkokapacitni lince LentiKat s a.s.

Experimenty. Detaily experimentdlniho usporadani jsou shrnuty
v Tab. 1 a pak dale u popisu konkrétnich experimentd. Experi-
menty byly provadény ve sklenénych valcovych reaktorech (resp.
kadinkach) s promichdvanim pro dosazeni homogenity BL v celém
objemu reaktoru. Pomoci méficich sond byly sledovany hodnoty
pH, rozpusténého kysliku a teploty. Prito¢ného uspotadani bylo
dosazeno pomoci davkovacich a odtahovych peristaltickych cer-
padel a osazenim odtoku sitovym separatorem pro udrzeni BL
v systému. Pro spravny pribéh denitrifikace byl davkovan nutny
externi organicky substrat.

Analytickd stanoveni. Pravidelné je sledovana koncentrace dusic-
nanového a dusitanového dusiku, P-PO,* a CHSK (po filtraci pies
filtr o porozité 0,45 um), zdkal (= opticka densita (OD) stanovend
spektrofotometricky pfi 600 nm) a obsah nerozpusténych latek véetné
ztraty zthanim pti 550 °C. Koncentrace dusi¢nand je stanovovana
iontovou chromatografii (DIONEX ICS 1000). Dusitany, CHSK
a fosforec¢nany jsou stanovovany spektrofotometricky pomoci
setd Spectroquant odpovidajicich pfislusnym normam. Stanoveni
CHSK a dusitant byla validovana na interference chloridd, sirant
a dusitant resp. dusi¢nand.

Aktivita BL. Aktivita Biokatalyzatoru je vyjadfovana v miligramech
odbouraného celkového dusiku jednim kilogramem Biokatalyzatoru
lentikats za jednu hodinu; analogicky jsou vyjadfovany aktivity od-
bouravani dusicnanti a dusitant. U vsadkovych experimentd byla
aktivita pocitana z ¢asu potfebného pro odstranéni pocatecnich
N-NO_ pod mez stanovitelnosti (~6 mg/l); u priito¢nych experi-
ment( z rozdilu mezi ndtokem a odtokem N-NO " v ustileném stavu.

Na pocatku a v pfipadé vyrazného poklesu denitrifikacni aktivity
byly pouzité BL kultivované na standardnim zivném denitrifikac-
nim médiu (DM) o slozeni KH,PO, 2,3 g/l, Na, HPO,.2H,0 2,9 g/l,
NH,CI 1 g/, MgSO,.7H,0 0,5 g/l, NaHCO, 0,5 g/l, CaCl,.2H,0
0,1 g/l, citrat amonozeleznaty 0,5 g/l, roztok stopovych prvki
5 ml/l1 (ZnSO,.7H,0 0,1 g/l, MnCL,.4H,0 0,03 g/l, H,BO, 0,3 g/l,
CoCl,.6H,0 0,2 g/l, CuCL,.2H,0 0,01 g/I, NiCL,.6H,O 0,02 g/,
Na MoO,.2H,O 0,03 g/l) s pfidavkem dusic¢nanti a odpovidajici
externi CHSK [11,12].

Dokonceni na dalsi strané
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Tab. 1 — Zakladni experimentalni parametry pro denitrifikace pou-
zivanych odpadnich vod

Denitrifikace OV D?n,' t_r|f|kacev
Parametr eluatd iontomé-

z elektraren =
ni¢ovych kolon

10 | (vsadkové
pokusy), 12 |
(prato¢né pokusy)

Pracovni objem 31

PInéni Biokatalyzato-

rem Lentikats (kg) 200-300¢g Tkg
Temperace 30 °C Bez temperace
Externi orggmcky Brenntavpl’us VF1 Ethanol
substrat (komeréni smeés)
Davkovani org. 51 4.2:1

substratu (CHSK:N)

Pfidavany fosfor 0,07:1, nékteré
(P:N) pokusy bez

Bez fosforu

Doba zdrzeni u pri-

o ) R 6 hodin 20-60 hodin
to€nych experimentd

P. pantotrophus
(prito€né pokusy)
P. fluorescens
(vsadkové pokusy)

Pouzité
imobilizované
mikroorganismy

P. denitrificans

Prato¢né pokusy
udrzovany na 7,5-7,8 Bez regulace,
Vsadkové pokusy bez pH na poc¢atku
regulace — pH na po- upraveno na 7,0
¢atku upraveno na 7,0

Regulace pH

Obr. 1 — Laboratorni aparatura
pro denitrifikaci Biotechnologii
Lentikats

3. Vysledky

3.1. Eludty iontoménicovych kolon

V prvni fazi byly provedeny vsadkové pokusy nejprve s proménlivou
koncentraci dusi¢nanového dusiku (0,02-0,22 g/l) a konstantni
koncentraci soli (12,14 g/l CI' + 1,35 g/l SO,*) a poté s konstantni
koncentraci dusicnanového dusiku (1,11 g/l) a proménlivou kon-
centraci soli (2,4 g/l CI' + 0,27 g/l SO > az 12,14 g/1 CI' + 1,35 g/l
SO,*) s cilem dosahnout maximaln{ denitrifika¢ni aktivity. Celkem
bylo provedeno 45 experimentt v trvani ca 8 mésicd.

Kinetiky odbouravani dusi¢nanového i dusitanového dusiku byly
dobfe aproximovatelné kinetikou nultého fadu. Aktivity redukce
dusitanti byly srovnatelné s aktivitami redukce N-NO - (tj. komplet-
niho odbourani dusi¢nanti pres dusitany), aktivity redukce dusic-
nant byly cca dvojnasobné. Spolu s do¢asnou kumulaci dusitant
v pribéhu procesu to svédéi o tom, Ze limitnim krokem denitrifikace
je prave redukce dusitand [11].

Dosazené denitrifikacni aktivity se pohybovaly v §irokém intervalu
26-1066 mg N-NO_- /(hod * kg BL), pficemz vysokych hodnot bylo
dosahovéano v pocatecnich fazich pokusti. Simulované eluaty totiz
neobsahuji dostatek zivin pro rozmnozovani bakterii a po urcité dobé
(cca mésic) dochazelo k postupnému poklesu denitrifikacnich aktivit
vlivem postupného thynu a tiniku imobilizovanych bakterii z matrice

areaktoru. Jako nejvyznamné;jsi faktor denitrifikace v eluatech se tedy
se ukézala doba, ktera uplynula od posledni kultivace Biokatalyzatoru.
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Vzhledem ke znac¢né heterogenité vysledkl byla provedena ko-
relacni analyza dosazenych denitrifikacnich aktivit a proménnych
parametrt pokust pro odhaleni vyznamnych faktora ovliviiujicich
denitrifikaci. Korelace mezi koncentraci soli a denitrifika¢ni akti-
vitou BL nebyla nalezena. Dal§imi parametry vyznamn¢ pozitivné
korelujicimi s aktivitou BL byly ménici se laboratorni teplota
a rostouci koncentrace dusi¢nanti [11].

Ve druhé fazi byl reaktor provozovan jako priitocny po pred-
chozi opakované vsadkové kultivaci pouzitého BL na aktivitu cca
550 mg N /(hod* kg BL). Zatizeni systému bylo postupné zvySovano
z poc¢étecnich 230 mg N-NO,7/ (hod* kg BL) zvySovanim pritoku
na hodnotu 439 mg N-NO,/(hod* kg BL). Systém po celou dobu
dosahoval nulovych koncentraci dusiku na odtoku. Po zvySeni
zatizeni na 439 mg N-NO,/(hod*kg BL) (cca mésic od spusténi)
zacala aktivita Biokatalyzatoru klesat, coz bylo doprovazeno nejprve
zvySenou koncentraci dusitand a pozdéji i dusicnand na odtoku
z reaktoru. Prakticky rovhomérny pokles aktivity pak pokracoval
az do ukonceni pokusu po cca 4 mésicich; dalSimu poklesu ak-
tivit nezabrénilo ani postupné snizovani natoku az na hodnotu
280 mg N-NO,/(hod *kg BL). Systematicky pokles aktivity potvrzuje
vysledky ziskané ze vsadkovych pokust, i doba poklesu denitrifikace
op¢t nedostatek zivin, ¢emuz napovida i koncentrace fosforu
na odtoku. Fosfor se v systému mohl objevit pouze sorbovany
na BL z pfedchozi kultivace nebo rozkladem mikroorganismd.
Postupné vyplavovani fosforu bylo detekovéano cca tfi prvni tydny
a koresponduje tak s casem zacatku poklesu aktivity. I kdyz pokles
aktivity korespondoval také se zvySenym zatiZzenim systému naté-
kanym dusikem, tento nelze povaZovat za pric¢inu poklesu, protoze
v predchozich kontinuédlnich pokusech bylo dosazeno srovnatelné
denitrifika¢ni aktivity pfi vy$$im natoku dusiku i vy$si koncentraci
dusiku v systému [12].

3.2. Odpadni vody z tepelnych elektrdren

Uvodni vsadkové experimenty ukézaly, Ze v pouzité realné OV
upravené na koncentraci CI 20 g/l a N-NO," 200 mg/l dochazelo
k vyznamn¢ inhibici denitrifikace. Aktivity odbouravani N-NO
vupravené OV ve srovnani s DM byly snizeny o 81-83 % a aktivity
odbouravani N-NO, 0 46-76 %. Z naméienych hodnot vyplynulo,
ze denitrifikace byla inhibovana, zejména v§ak druhy krok - redukce
dusitanového dusiku na plynny — dochézelo ke zvy$ené kumulaci
dusitanového dusiku (ve srovnani s DM). Rozdil v inhibicich je
pravdépodobné zpisoben bunécnou lokalizaci enzymu nitritre-
duktazy u Gram-negativnich bakterii v periplazmatickém prostoru,
kde je, na rozdil od cytoplazmatické nitratreduktdzy, vystavena
pusobeni vnéjsiho prostiedi [14]. Nizsi denitrifikacni aktivity
¢astecné pretrvavaly i v ovéfovacich pokusech v DM (snizeni
0 8-45 %). Vysledky byly srovnatelné pro oba BL s imobilizovanymi
P, pantotrophus i P. fluorescens.

Vzhledem k tomu, Ze realnd OV je chud4 na fosfor, byla stejnym
zpasobem testovana hypotéza o mozném pozitivnim vlivu pridavku
fosforu (v poméru P:N 0,07) [15]. Pfidavek fosforu odstranil inhibici
redukce dusi¢nant a ¢astecné i dusitanti (pokles aktivity odboura-
vani N-NO - 0 35-50 %). V ovétovacich pokusech v DM pak bylo
dosazeno dokonce vyssi aktivity; pricinou je pravdépodobné nartst
imobilizované biomasy. V nasledujicich prito¢nych experimentech
byl proto fosfor pridavan.

Dalsi experimenty byly provadény v pritocném (kontinudlnim)
uspotadani's BL s P pantotrophus. Cilem bylo zejména zjistit realné
ustalené aktivity pfi rdznych koncentracich chloridi pro dosazeni
podlimitnich odtokovych koncentraci dusiku a ovéfit dlouhodobou
aplikovatelnost BL. Aktivita odbouravani N-NOx- pfi koncentraci
chloridii 20 g/l dosahla 450 mg N-NO - /(hod *kg BL), pfi koncen-
traci chloridt 35 g/l pak 193 mg N-NO - /(hod*kg BL). I v tomto
usporadani dochazelo k pomalejsimu odbouravani dusitanového
dusiku —ve zbytkovém N-NO _ v odtékajici vyc¢isténé vod¢ dusitany
vyrazné€ prevazovaly nad dusicnany. Druhy krok denitrifikace byl
vice ovliviiovan inhibici, coz dokazuje i pfipad, kdy pfi ¢astecném
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ucpani hadicky s pfivodem organického substratu a snizeni poméru
davkované CHSK:N z 5:1 na 2:1 doslo k poklesu aktivity odboura-
vani N-NO_, ale aktivita odbourdvéni N-NO, z{istala nezménéna,
prakticky tedy doslo pouze k transformaci dusi¢nant na dusitany.

4. Diskuze

Prezentované vysledky ukazuji, Ze Biotechnologie Lentikats vyu-
zZivajici imobilizovanych denitrifikacnich bakterii rodu Paracoccus
a Pseudomonas je pouZzitelné pro odstranovani vysokych koncen-
traci dusicnant ze siln¢ zasolenych vod. Z aplikacniho hlediska
jsou nejdilezitéjsi, i pres inhibici dostatecné vysoké denitrifikaéni
aktivity, vysoké odbouratelné koncentrace N-NO," a naopak nizké
odtokové koncentrace zbytkového N-NO .

Pro dlouhodobou aplikaci je klicova také Zivotnost BL a s tim
souvisejici davkovani dodatecnych Zivin. Zatimco pfi aplikacich
na komunalni vody je garantovdna Zivotnost BL 1,5-2,5 roku
v zavisloti na teploté¢ OV [16], u eluatd iontoménicovych kolon se
doba udrzeni vysoké aktivity BL pohybuje pouze okolo 1-2 mésict
a poté je tieba zafadit regeneracni (kultiva¢ni) krok kvili nedo-
statku zakladnich nutrientt nezbytnych pro imobilizované bakterie
v simulovanych eludtech. U OV z elektraren byl BL pouzivéan ¢tyfi
mésice bez kultivace bez zndmek poklesu denitrifikacni aktivity.
Teprve v posledni dobé se objevuji mirné néznaky jejtho poklesu.
Zda se proto, ze OV z elektraren obsahuji vétSinu ddlezitych zivin
pro ¢aste¢nou reprodukei imobilizovanych mikroorganismi s vy-
jimkou fosforu, ktery byl do reaktoru pfidavan. Pro ¢i§téni eluatt se
jako efektivnéjsi jevi prokladani denitrifikace regenera¢nim krokem
nez pridavani dalSich pfimési do vycisténé vody.

PtivSech pokusech s BL dochazi k produkci volnych mikroorganis-
m ¢astecné pomalym unikem z matrice a ¢astecné jejich naslednym
pomnoZzenim (pii dostatku Zivin). Tato volnad biomasa se projevuje
ve zvySeni koncentrace nerozpusténych latek s vysokym organickym
podilem na odtoku (pfiblizn¢ 50 mg/l) a je snadno odstranitelna fil-
traci. Optimalizace dalSich provoznich parametrti (davkovani CHSK
a P-PO*, ipravy pH apod.), kterd je pfedmétem dalsiho zkoumani,
by méla pfinést i snizeni produkovanych volnych mikroorganismi.

Nedofesenou otazkou je adaptace pouzitych mikroorganismu
na vyss§i koncentrace soli. Prvni vysledky z denitrifikace eluatt
naznacovaly pokles denitrifikace se vzristajici koncentraci soli.
V pozdéjsich experimentech, po opakovanych kultivacich, ale
probihala denitrifikace v eluatech a standardnim denitrifikacnim
médiu srovnatelné. Zda se tedy, Ze pro vyssi aktivity denitrifikace
eluatd je potfeba néjaky ¢as na adaptaci mikroorganism a selekci
odoln¢jsich jedinct a nasledny kultiva¢ni krok pro jejich pomnozeni.
U cisténi OV z elektraren nebyly Zddné zjevné zndmky adaptace
(napf. v podobé postupné se zvysujicich aktivit) dosud pozorovany.

5. Zavér

V tomto pfispévku byly prezentovany dosavadni vysledky dvou apli-
kaci Biokatalyzatorti lentikats na odstranovani dusi¢nanového dusiku
ze zasolenych vod. I pres ¢astecnou inhibici denitrifikace vySSimi
koncentracemi soli byly dosahované denitrifikacni aktivity dostatecné
vysoké. Bylo dosazeno odstranéni vysokych koncentraci dusi¢nand
(az 2,22 g/ N-NO,’) na zbytkové koncentrace v fddech mg/I N-NO_.
Dlouhodobé udrzitelnost denitrifikacnich aktivit pak byla zavisla na
dostatku zivin pro rozmnozovani imobilizovanych mikroorganismad.

Zkratky: BL - Biokatalyzdtor lentikats, COV - Cistirna odpadnich vod,
DM - standardni kultivacni denitrifikacni médium, OV — odpadni
voda, PVA — polyvinylalkohol

Podékovdni: Projekt byl fesen v rdmci vyzkumného centra ,, Pokro-
cilé sanacni technologie a procesy” podporovaného MSMT (grant
¢ 1MO054) a spolufinancovdn firmou LentiKat’s a.s.
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Abstract
APPLICATION OF LENTIKATS BIOTECHNOLOGY FOR REMOVAL
OF NITRATES AND NITRITES FROM HIGH-SALINITY WATERS
Summary: Results of the research aimed on application of denitrifying bacteria
encapsulated in polyvinylalcohol matrix (denitrifying Lentikats Biocatalyst)
for removal of nitrates and nitrites from high-salinity waters are presented.
The former application describes removal of nitrates from brines used for
regeneration of ion-exchange columns. The latter is aimed on denitrification
of high-chlorides, high-sulfates and other ions (i.e. Ca, Na, K, heavy metals),
wastewaters from desulphurisation in coal power station.

Keywords: denitrification, Lentikats Biocatalyst, high salinity wastewaters,
ion-exchange brines
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