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Abstract:

Paracoccus denitrificans encapsulated in polyvinyl alcohol matrix (Lentikats Biocatalyst, LB) was
applied for elimination of high nitrate concentrations (up to 2.26 g.L™ N-NO3) from ion-exchange
regeneration brines (12.14 g.L™ CI', 1.35 g.L™ SO,*). The elimination of nitrates followed zero-order
kinetics, while the concentration of nitrite-intermediates exhibited a peaking course. The maximum
obtained activity of 1 kg of Lentikats Biocatalyst was >1000 mg of N-NO3 removed per hour and the
nitrates removal efficiency exceeded 99 %. Correlation analysis of results from preliminary batch
experiments revealed that the main factors affecting denitrification activity were temperature and time
elapsed from the last Biocatalyst’s cultivation, while the effect of salinity was statistically
insignificant. A decrease of Biocatalyst’s activity during the course of repetitive experiments was
caused by a lack of nutrients in the brines, disabling any proliferation of encapsulated microorganisms.
Integration of nutrient-supplementing cultivation steps into the treatment process enabled restoration
of the initial denitrification activity and repetitive long-term applicability of the Biocatalyst. Initial
batch results were further confirmed in a four-month continuous operation. The results show that P.
denitrificans encapsulated in Lentikats Biocatalyst is applicable for the removal of high concentrations
of nitrates from similar types of ion-exchange brines.
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Iontoméni¢ové kolony na odstraiovani dusi¢nanti z pitnych a bazénovych vod jsou pravidelné
regenerovany vodnymi roztoky s vysokym obsahem soli, zejména NaCl. Produkuji se tak kapalné
odpady, eluaty s vysokym obsahem anorganickych soli, které je zadouci zbavit dusicnani a pouzit
zpét do technologie regenerace iontovymeénych kolon. Dochazi tak ke sniZeni spotfeby regeneracnich
soli a tim ke sniZeni technologickych provoznich nékladd. Pro odstraiiovani dusi¢nanti je mozné
pouzit biologickou cestu - ciSténi pomoci denitrifikacnich mikroorganismii. Vyhodné je pouziti
imobilizovanych mikroorganismu, které umoziiuji proces intenzifikovat pouzitim vysoké koncentrace
biomasy v daném objemu. Imobilizace umoznuje také snadnou separaci a opakované pouzivani
imobilizované biomasy.

Jako matrice na imobilizaci biomasy je mozné pozit Biokatalyzator lentikats (BL). Biokatalyzatorem
lentikats je oznacovan biologicky material imobilizovany V polyvinylalkoholové matrici technologii
Lentikats® dle némeckého patentu DE 198 27 552 (v CR patent ¢. 294179). Pouziti BL pfinasi ¢etné
vyhody pro biotechnologické aplikace. Na rozdil od jinych matrici a tvarG nedochazi diky
¢oCkovitému tvaru prakticky k difuzni limitaci. PVA také nebrani rozmnozovani mikroorganismu
uvnité matrice a umozituje tak za vhodnych podminek dlouhodobé udrzeni aktivity BL. Cocky jsou
diky hustoté blizké hodnoté hustoty vody snadno udrzovany ve vznosu a umoznuji tak dosdhnout
vysokych rychlosti konverze. Velice snadna je separace po skonéeni procesu. Vyroba BL je zvladnuta
v prumyslovém métitku spolecnosti LentiKat's a.s. a je tak mozné ziskat velké mnozstvi homogenniho
Biokatalyzatoru [1-4].



Cilem této prace bylo posouzeni vlivu anorganickych soli na biomasu imobilizovanou
v Biokatalyzatoru lentikats. Kone¢nym vystupem celého projektu bude navrh Biotechnologie lentikats
na odstranéni vysoké koncentrace dusicnand (az 10 g/1) z eludtd ziontoménicovych kolon
obsahujicich vysoké koncentrace anorganickych soli (20 g/l NaCl, 2 g/l Na,SO,) v procesu
denitrifikace. Pro tento ucel byl pouzit BL s imobilizovanou denitrifika¢ni kulturou Paracoccus
denitrificans.

Experimentalni ¢ast
BL byl piipraven na velkokapacitni lince LentiKat's a.s.

Experimenty byly provadény ve sklenénych reaktorech o objemu 15 litrd, bez automatické Gpravy
teploty a pH, promichavaném pomalobéznym lopatkovym michadlem s moznosti regulace otacek.
Otacky michadla se pohybovaly v rozmezi 75-120 rpm tak, aby bylo dosazeno potiebné homogenity
BL v celém objemu reaktoru. Pomoci méficich elektrod byly sledovany a zaznamenavany hodnoty
pH, rozpusténého kysliku a teploty. Priuto¢ného uspofadani bylo dosazeno osazenim reaktoru sitovymi
separatory, které zadrzovaly BL v reaktoru, pomoci sady davkovacich a odtahovych peristaltickych
cerpadel a kontinualnim davkovanim externi CHSK. Pritoky systémem byly prubézné kontrolovany.
Simulované roztoky eluati byly pfipravovany z destilované vody piidavkem chloridu sodného, siranu
sodného (20 g/l NaCl, 2 g/l Na,SO, = 100%) a dusi¢nanu draselného o Eistoté p.a. Jako zdroj CHSK
pro denitrifikaci byl davkovan ethanol v mirném ptebytku 4,2 g CHSK (0,58 ml ethanolu) / g N-NOg'.
Aktivita Biokatalyzatoru je vyjadfovana v gramech odbouraného dusiku jednim kilogramem
Biokatalyzatoru lentikats za jednu hodinu.

Kontinualni ¢ast experimentu navazuje na diive provedené testy, ve kterych byl sledovan vliv
pocatecni koncentrace dusi¢nant na aktivitu BL pfi konstantni maximalni koncentraci anorganickych
soli (20 g/l NaCl, 2 g/l Na,SO,) [6]. Eluat takovéhoto slozeni l1ze produkovat regulaci délky regenerace
iontoménicové kolony. Vysledky prokazaly, ze systém je mozné provozovat pii maximalni
koncentraci soli, pficemz nejvyssi aktivity Biokatalyzatoru bylo dosazeno pii pocate¢ni koncentraci
dusi¢nantl cca 5 g/l. Dlouhodoby provoz kontinualniho procesu mél za ukol prokazat dlouhodoby vliv
anorganickych soli na stabilitu Biokatalyzatoru. Na zacatku prutocného experimentu byl reaktor
naplnén 12 litry roztoku modelového eluatu bez dusi¢nanii i CHSK. Do této vychozi matrice byl pak
spustén natok simulovanych eluati s koncentraci dusi¢nant 5,5 g/l a zaroven také davkovani externi
CHSK.

Cilem vsadkovych experimentl bylo sledovat aktivitu Biokatalyzatoru v zavislosti na stupni fedéni
eluatové matrice. Tato faze testll simuluje ptipad, pokud by se v prvni fazi projektu prokazalo, Ze neni
mozné eluaty biologicky Cistit v jejich koncentrované formé. V prvni fazi byla provedena 4 opakovani
pro roztoky s postupné 40 %, 60 %, 80 % a 100 % koncentrovaného eluatu (20 g/l NaCl, 2 g/l Na,SO,)
doplnéného destilovanou vodou na vysledny objem. Koncentrace dusi¢nanti byla ve vsech testech
stejna 5 g/l NO;'. Poté byl Biokatalyzator regenerovan a byla provedena série dalSich testl pfi riznych
fedénich matrice (viz graf 2). Na zacatku experimentt bylo vZzdy upraveno pH na hodnotu 7,0 pomoci
kyseliny chlorovodikové fedéné 1:1. Vsadkové pokusy byly zahajovany ptidavkem ethanolu. Mezi
jednotlivymi testy byl Biokatalyzator vzdy opakované proplachovan definovanym mnozstvi pitné

vody.

V ptipadé¢ dlouhodobého poklesu aktivity Biokatalyzatoru na hodnotu 150 mg N/kg BL/hod byla
provadéna regenerace samotného BL za ucelem revitalizace imobilizované biomasy. Regenerace byla
provadéna pomoci standardniho kultiva¢niho - zivného média (KM) o slozeni KH,PO, 2,3 g¢/l,
Na,HPO,.2H,0 2,9 g/I, NH,CI 1 g/l, MgS0O,.7H,0 0,5 g/l, NaHCO; 0,5 g/l, CaCl,.2H,0 0,1 g/1, citrat
amonozeleznaty 0,5 g/1, roztok stopovych prvkd 5 ml/l (ZnSO,4.7H,0 0,1 g/l, MnCl,.4H,0 0,03 g/I,
H3BO3 0,3 g/l, COC|26H20 0,2 g/l, CUC|22H20 0,01 g/l, NlCLgGHgO 0,02 g/l, NagMOO42H20 0,03
g/1) s pridavkem dusi¢nanu draselného.

Ve vSech pripadech byla pravidelné sledovana koncentrace dusi¢nand, dusitanti, CHSK (filtrovana



a celkovd) a zékal (opticka densita, OD). vyjadiujici koncentraci volné biomasy. V kontinualnim testu
byla rovnéz sledovana koncentrace fosfore¢nanii pro posouzeni vlivu pfitomnosti nutrientti na aktivitu
Biokatalyzatoru. Vzorky byly odebirdny pifimo zreaktoru (5 ml do 25 ml odmérné baiiky pro
stanoveni iontli, 5 ml nefedénych na stanoveni volné biomasy, 10 ml na stanoveni CHSK).
Koncentrace dusi¢nanti a fosfore¢nanti byla stanovena iontovou chromatografii (DIONEX ICS 1000,
kolona IonPac® AS14 4x250 mm, mobilni faze 3,5mM Na,COs/ImM NaHCO3, pritok 1,2 ml/min).
Kalibracni rozsah stanoveni byl 1-10 mg/l, vzhledem Kk interferenci chloridi byla dolni mez
stanovitelnosti u vétsiny vzorkd 25 mg/l. Dusitany byly stanoveny spektrofotometricky pomoci setu
Spectroquant (Merck, k.¢. 1.14776). Kalibraéni rozsah byl 0,1-1 mg/l, vzhledem Kk interferenci
chloridt byla dolni mez stanovitelnosti u vétsiny vzorka 2,5 mg/l. Zakal (opticka densita, OD) byla
métena spektrofotometricky pti 600 nm.

Vysledky a diskuze

Kontinualni test

Nejdulezitéjsi vysledky dlouhodobé denitrifikace v pratoéném usporadani shrnuje graf 1. Pokus byl
provadén po predchozi opakované regeneraci pouzitého BL na aktivitu cca 550 mg N/kg BL/hod.
ZatiZeni systému bylo postupné zvySovano z po¢ate¢nich 230 mg N-NOj/hod zvySovanim prutoku na
hodnotu 439 mg N-NO;/hod. Systém po celou dobu dosahoval nulovych koncentraci dusiku na
odtoku. Po zvyseni zatizeni systému na 439 mg N-NO;/hod zacala aktivita Biokatalyzatoru prudce
klesat, coz bylo doprovazeno nejprve zvySenou koncentraci dusitand a pozdéji i dusi¢nanti na odtoku
z reaktoru. V duasledku toho bylo zatiZzeni opét postupné snizovano az na hodnotu 280 mg N-NO;/hod.
V cca 2200té hodin€ (91 dni) od pocatku experimentu byl experiment restartovan vyménou vody
Vv reaktoru za novy eluat bez dusi¢nanti a opétovnym spusténim davkovani eluatu s 5,5 g/l NO3™ (Cerna
Sipka v grafu 1). Systematicky pokles aktivity vSak byl zaznamenavan aZz do konce experimentu, coZ
naznacuje, Ze inhibice systému byla nevratnd. Zaroven vyluCuje, ze inhibice byla zplsobena prili§
vysokym zatizenim systému. V piedchozich vsadkovych testech [6] bylo prokazano, ze Biokatalyzator
je schopen pracovat i pii vysSich pocateCnich koncentracich dusi¢nand. Pfi¢inou tak ziejmé je
dlouhodoby vliv vysoké koncentrace anorganickych soli (osmotického tlaku), ktery postupné snizuje
schopnost regenerace a reprodukce imobilizované biomasy a dochazi tak k vyCerpani denitrifikacni
kapacity pouzitého Biokatalyzatoru. Vliv pfitomnosti nutrientl je pfedmétem dalsiho sledovani.

Vysledky naznacuji, Ze systém je mozné provozovat po dobu cca 1,5 mésice pfed nutnou regeneraci
Biokatalyzatoru. Cilem dalsiho sledovani je tak toto zjisténi ovéfit a nalézt optimalni zpUsob
a podminky provozovani kontinualniho procesu. Hledanymi parametry bude maximalni délka
provozovani systému mezi regeneracemi Biokatalyzatoru v zivném médiu a optimalni zatizeni
systému pro dosazeni stabilnich vysledku.

Vsadkové experimenty

Typicky pribeéh vsadkového experimentu ukazuje graf 2. Odbouravani dusi¢nant probiha ze zacatku
pfiblizn¢ linearné (n€kdy po kratsi prodlevé) a soucasné jsou kumulovany dusitany jako meziprodukt
odbouravani. Pii konstantni pocatecni koncentraci dusi¢nani je maximalni koncentrace dusitantl
umérna rychlosti odbouravani dusi¢nant. Redukce dusitanti (denitritace) tak ptedstavuje Kineticky
limitni krok. Na zacatku pokusi byl také zaznamenan rychly vzestup pH z poc¢atecnich 7,0 na hodnoty
9-10. Ten souvisi se spotfebou oxoniovych kationtl pti denitritaci. U experimentd v regeneracnim KM
médiu byl vzestup pozvolnéjsi diky pufrovaci schopnosti v médiu obsazenych hydrogenfosforec¢nant
a dihydrogenfosforecnand.
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Graf 2 Typicky prabéh vsadkového experimentu
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Graf 1 Dlouhodoby kontinualni experiment. Vynesen je natok a odtok celkového dusiku, rychlost odbouravani a volna biomasa (OD pii 600 nm). Cerné Sipka oznacuje
restart experimentu, reaktor byl vyc¢istén a naplnén simulovanym eluatem (slanou vodou) s nulovou koncentraci dusi¢nanti, Biokatalyzator lentikats nebyl nijak regenerovan.



Kinetickd data zvybranych experimenti s konstantni vychozi koncentraci dusicnant (5 g/l)
a proménlivym pozadim chronologicky zobrazuje graf 3. Pied zahajenim test byl BL regenerovan
v zivném kultivaénim médiu na aktivitu cca 500 mg/kg BL/hod. V pribéhu testovani pak aktivita
Biokatalyzatoru postupné klesala s rostouci koncentraci anorganickych soli v médiu z pocateéni
primérné hodnoty 360 mg N/kg/hod pti 40% koncentraci eluatd az na 140 mg N/kg/hod pii 100%
koncentraci eluatu. Poté byl BL opét regenerovan na aktivitu cca 1600 mg N/kg BL/hod. Regenerace
BL na trojnasobné vyssi pocatecni aktivitu mela za nasledek, ze pifi nasledném opétovném pouziti
Vv eluatu dosahoval BL az nékolikanasobné vyssich aktivit pfi danych podminkach nez v testech
provedenych pfed regeneraci (napi.: 100% koncentrace eluatu v médiu: pied rekultivaci aktivita
150 mg/kg BL/hod, po kultivaci aktivita 980 mg/kg BL/hod; viz graf 3).
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Pokus a matrice

Tabulka 1 Korelace kinetickych dat s faktory potencialné ovliviiujicimi kinetiku denitrifikace. Korelace
vyznamné na hladin¢ «=0,95 jsou vyznaceny tuén¢.
fedéni linv lin tnalg | prim. | pram. ¢as od NO, NO,
matrice | N-NO3 | v N-tot | N-tot tep. pH pH start | regen. max t max
fedéni
matrice -0,13 -0,28 0,42 0,04 0,41 0,24 0,57 0,29 0,20
lin v N-
NO; -0,13 0,87 -0,81 0,79 0,00 0,20 -0,56 -0,91 0,41
lin v N-tot -0,28 0,87 -0,84 0,61 -0,09 0,11 -0,65 -0,86 0,16
tnalgN-
tot 0,42 -0,81 -0,84 -0,62 0,10 -0,13 0,80 0,82 0,00
prum. tep. 0,04 0,79 0,61 -0,62 -0,13 0,17 -0,34 -0,71 0,24
prum. pH 0,41 0,00 -0,09 0,10 -0,13 0,49 0,03 -0,05 0,06
pH start 0,24 0,20 0,11 -0,13 0,17 0,49 -0,20 -0,29 0,23
¢as od
regen. 0,57 -0,56 -0,65 0,80 -0,34 0,03 -0,20 0,59 0,14
NO, max t 0,29 -0,91 -0,86 0,82 -0,71 -0,05 -0,29 0,59 -0,35
NO, max 0,20 0,41 0,16 0,00 0,24 0,06 0,23 0,14 -0,35

fedéni matrice =

koncentrace soli v experimentu, lin v N-NO; = pocate¢ni linearni rychlost odbouravani

dusic¢nand, lin v N-tot = pocatecni linearni rychlost odbouravani celkového dusiku, t na 1 g N-tot = ¢as potiebny
na odstranéni 1 g celkového dusiku pomoci 1 kg BL, pram. tep. = prumérné teplota, pH start = poc¢ate¢ni pH, cas
od regen. = Cas, ktery uplynul mezi zacatkem experimentu a zaCatkem posledniho regeneracniho experimentu.
NO, max t = Cas, pfi kterém bylo dosaZzeno maximalni koncentrace dusitanti, NO, max = dosazené maximum
dusitand.



Je zfejmé, Ze aktivita Biokatalyzatoru neni zavisla ani tak na aktualni koncentraci anorganickych soli,
ale hlavné¢ na dobé od posledni regenerace a na stupni této regenerace Biokatalyzatoru. Dal§im
faktorem ovliviiyjicim aktivitu denitrifika¢nich mikroorganismii je teplota. Korelace mezi témito
parametry a dosazenou aktivitou Biokatalyzatoru je shrnuta v tabulce 1. Provedena statisticka analyza
opét potvrzuje vySe uvedeny zaver, nebot’ aktivita BL vyznamné koreluje s casem od posledni
regenerace (0,80), zatimco mezi linearni rychlosti odbouravani a fedénim matrice nebyla nalezena
zadna korelace a mezi celkovou aktivitou BL a mirou fedéni matrice pouze velmi slaba (0,42).

Zavér

Pro praktické odstrafiovani dusi¢nant z eludt se pouziti Biotechnologie Lentikats jevi perspektivné.
Pozitivni je zejména vysoka denitrifikacni rychlost, ktera je srovnatelna s pouzitim v komunalnich ¢i
jinych typech primyslovych odpadnich vod. V porovnani s aplikaci Biokatalyzatoru lentikats
Vv komunalnich ¢i kalovych vodach vsak dochazi v iontoméni¢ovych eluatech k poklesu aktivity
Biokatalyzatoru za podstatné krat§i dobu. Pfi¢inou je zifejmé snizena schopnost reprodukce
mikroorganismti vlivem vysokého osmotického tlaku a nedostatku Zivin. Zatazenim regeneracni faze
je vSak mozné Biokatalyzator opétovné revitalizovat na ptivodni aktivitu. Moznost dlouhodobého
provozu takového systému je predmétem dalsiho sledovani.
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