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Abstract:

Denitrifying bacteria encapsulated in porous polyvinyl alcohol lenses (so called Lentikats Biocatalyst)
were applied for removal of N-NO, (up to 250 mg.L™) from high salinity (up 35 g.L™ Cl'and 17 g.L™
S0,%) wastewaters originating from desulphurization process within coal power stations . Laboratory
batch tests revealed an inhibition of denitrification activity, which was suppressed by addition of P-
PO,*. In follow-up continuous tests the denitrification activities were within the range 150-450 mg
N.hr'.kg™ LB, acceptable for industrial scale applications. The higher activities were achieved under a
lower salinity, higher N-NOjs™ influent concentration and a prolonged retention time. Effluent N-NO,
concentrations achieved in the experiement were below determination limit of 5 mg.L™. The overall
results proved the applicability of Lentikats Biocatalysts for removal of nitrates from high-salinity
desulphurization waters and other industrial wastewaters of similar character.
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Uvod

Biokatalyzatorem  lentikats (BL) je oznaCovan  biologicky material  imobilizovany
Vv polyvinylalkoholové matrici technologii Lentikats [1-3] dle némeckého patentu DE 198 27 552
(v CR patent &. 294179). Pouziti BL piinasi etné vyhody pro biotechnologické aplikace. PVA matrice
nebrani rozmnozovani mikroorganismd uvnitf matrice a umoznuje tak za vhodnych podminek
dlouhodobé udrzeni aktivity BL. Diky hustoté podobné vodé je BL snadno udrzovan ve vznosu
a v kombinaci s ¢oCkovitym tvarem omezujici difuzni limitaci tak umoziiuje dosahovani vysokych
rychlosti biochemické konverze [1-3]. Snadna je i separace po skonéeni procesu pomoci
mechanického separatoru, jimz odchazi z reaktoru vycisténa voda, zatimco biokatalyzator zlstava
v médiu/reaktoru. Vyroba BL je zvladnuta v pramyslovém métitku spolecnosti LentiKat's a.s. a je tak
mozné ziskat velké mnozstvi homogenniho biokatalyzatoru. Biotechnologie Lentikats nasla Cetné
aplikace napf. Vv lihovarnictvi, farmacii a pfi ¢isténi odpadnich vod [4-7], v posledné jmenovaném
oboru ptfi odstranovani dusikatého znecisténi. Hlavnimi ptednostmi jsou zde vysoké dosahované
koncentrace nitrifikacnich a denitrifikacnich mikroorganismi v systému pii soucasné siln€ redukované
produkci odpadniho kalu, vysokd ucinnost odbouravani dusikatého znecisténi s dosahovanymi
prakticky nulovymi odtokovymi koncentracemi, moznost Cistit i vysoké koncentrace znecCiSténi
(tadové g/l NH," resp. NOs) a vyssi odolnost imobilizovanych mikroorganismii umoZiiujici
odstranovat dusikaté polutanty i ze specificky znecisténé odpadni vody, napt. toxické nebo zasolené.
V této praci jsou prezentovany piedbézné vysledky aplikace Biotechnologie lentikats pro odstranovani
dusi¢nant z odpadnich vod z tepelnych elektraren. Vysledky slouzi k ptipravované provozni aplikaci
Biotechnologie lentikats na COV nové budované elektrarny.

Experimentalni ¢ast

Charakteristika odpadnich vod. Testovany byly redlné odpadni vody dodavané priabézné
z provozovanych tepelnych elektraren. Tyto vody jsou charakteristické zejména vysokymi a znacné
proménlivymi koncentracemi anorganickych soli (chloridy az 35 g/1, sirany az 17 g/, vapenaté ionty
az 2 g/1, hofecnaté ionty 2 g/l), vysokym obsahem dusi¢nand a dusitanti (az 200 mg/l1 N), vysokou



CHSK (az 1400 mg/l), a naopak nizkou koncentraci BSKs (max. 200 mg/l) a fosforu (<0,04 mg/l). Pro
¢asteCnou standardizaci pokust byly vody upravovany na koncentraci chlorida 20 g/l a 35 ¢/l
pridavkem CaCl, a NaCl a na koncentraci 200 mg/l N-NO; ptidavkem KNOs.

Biokatalyzator lentikats. V pokusech byly pouzity dva rizné BL s imobilizovanymi denitrifikacnimi
bakteriemi Paracoccus pantotrophus a Pseudomonas fluorescens. BL byly pfipraveny na
velkokapacitni lince LentiKat’s a.s a pro testovani dodany nakultivovované (aktivni).

Experimenty. Experimenty byly provadény ve sklenénych kadinkach s pracovnim objemem 3 litry,
pInéné biokatalyzatorem na tirovni 7-10 0bj.%, tj. 200-300 g vlhké hmotnosti BL. Reak¢ni smés byla
temperovana na teplotu 30°C a promichavanid magnetickym michadlem tak, aby bylo dosaZeno
potiebné homogenity BL v celém objemu reaktoru. Pomoci méficich elektrod byly sledovany
a zaznamenavany hodnoty pH, koncentrace rozpusténého kysliku a teploty. Priuto¢ného uspotadani
bylo dosazeno pomoci sady davkovacich a odtahovych peristaltickych cerpadel, zadrzeni BL
v systému bylo dosazeno osazenim konce odtokové hadice umisténé v reaktoru sitovym separatorem.
Pratoky systémem byly prubézné kontrolovany a pohybovaly se okolo 500 ml/hod, doba zdrzeni
v reak¢ni cele tak dosahovala cca 6 hodin. U vétSiny experimentl byla pouzita automaticka regulace
pH na hodnotu 7,8. Jako externi zdroj uhliku pro denitrifikaci byla davkovana komer¢ni smés
Brentaplus VP1 (1 g Brentaplus odpovida 1 g CHSK) v mirném piebytku v poméru CHSK:N 5:1.
U prito¢nych experimentt byl davkovan i fosfor v podobé¢ kyseliny fosfore¢né v poméru P:N 0,07:1.

Konkrétni experimenty jsou detailné popsany v dal$im textu. Experimenty byly zaméteny nejdiive na
vytipovani vhodného BL, v dalSich fazich na moznost vyskytu inhibice denitrifikace v pouzitych
vodach a zjisténi ustalenych aktivit BL pfi riznych koncentracich chloridi.

Aktivita BL. Aktivita biokatalyzatoru je vyjadifovana v miligramech odstranéného celkového dusiku
kilogramem Biokatalyzatoru lentikats za jednu hodinu (mg N-NO,/(kg BL-hod)). U vsadkovych
pokust jsou uvedeny i aktivity vztahujici se jen na odbourané dusi¢nany. U vsadkovych experimenti
byla aktivita pocitana z ¢asu potiebného pro odstranéni celkového dusiku, resp. dusitand; u pruto¢nych
experimentd z rozdilu mezi ptitokem a odtokem souctu oxidovanych forem dusiku v ustaleném stavu.
Na pocatku byly pouzité biokatalyzatory kultivované na pocéatecni vychozi aktivity cca
500 mg/(hod-kg) ve standardnim Zivném denitrifikaénim médiu (KM) o sloZeni: KH,PO, 2,3 g/I,
Na,HPO,4.2H,0 2,9 g/I, NH,CI 1 g/l, MgS0,.7H,0 0,5 g/l, NaHCO; 0,5 g/l, CaCl,.2H,0 0,1 g/l, citrat
amonozeleznaty 0,5 g/1, roztok stopovych prvka 5 ml/l (ZnSO,.7H,0 0,1 g/, MnCl,.4H,0 0,03 g/I,
H3803 0,3 g/l, COC|26H20 0,2 g/l, CUC|22H20 0,01 g/l, NlCL26H20 0,02 g/l, NazMOO42H20 0,03
g/1) s ptidavkem dusi¢nanu draselného (200 mg/lI N) a Brentaplus (1 g/l).

Analyticka stanoveni. Ve vSech pripadech byla pravidelné sledovana koncentrace dusi¢nant
a dusitand, fosforu (P-PO,*) a CHSK (po filtraci pies filtr o priméru pora 0,45 pm), zakal (jako
opticka densita (OD) stanovena spektrofotometricky pfi 600 nm) a obsah nerozpusténych latek (pfi
120°C) vcetné ztraty zihanim pii 550°C. Koncentrace dusi¢nanti byla stanovena iontovou
chromatografii (DIONEX ICS 1000, kolona IonPac® AS14 4x250 mm, mobilni fize 1,4 mM
Na,CO;/4,5 mM NaHCO;, pratok 1,2 ml/min). Dusitany, fosfore¢nany a CHSK byly stanoveny
spektrofotometricky pomoci setti Spectroquant odpovidajici pfislusSnym normam. Stanoveni CHSK a
dusitant byla validovana zejména na vysoky obsah chloridi a sirand.

Vysledky a diskuze

Vsadkové pokusy a inhibice denitrifikace

Uvodni pokusy byly provedeny ve vsadkovém uspoiadani. Provedeny byly vzdy dva pokusy
v denitrifikaénim médiu, dva pokusy v odpadni vodé upravené na koncentraci chloridii 20 g/l a dva
ovétovaci pokusy v denitrifikacnim médiu. Cilem bylo zjistit zakladni Gidaje o inhibici denitrifikace
odpadni vodou, porovnat biokatalyzatory s P. pantotrophus a P. fluorescens a ovéfit hypotézu
0 pozitivnim vlivu piidavku fosforu (pomér P:N 0,07). Dosazené denitrifika¢ni aktivity shrnuje
Tabulka 1.



Tabulka 1 Souhrn dosazenych denitrifika¢nich aktivit ve vsadkovych pokusech - absolutni i relativni hodnoty
denitrifikaénich aktivit (primér ze dvou hodnot) odstraiovani N-NOy (N-NO3;” a N-NO;) a N-NOj3

Aktivita odbouravani N 2 N-NO3z; [mg N-NO, /(kg BL-hod)]

Biokatalvzitor Pocate¢ni aktivita v KM Aktivita v upravené  Aktivita v KM po
Y médiu odpadni vodé experimentu s OV

467+16 (100 %) 79+8 (17 %) 29348 (63 %)
P. pantotrophus 805209 (100 %) 192415 (24 %) 36392 (45 %)

322450 (100 %) 5546 (17 %) 23682 (73 %)
P. fluorescens 420+149 (100 %) 202474 (48 %) 229463 (54 %)
P. fluorescens, OV 310+104 (100 %) 201+62 (65 %0) 386+60 (125 %0)
obohacena o fosfor 365428 (100 %) 384+119 (105 %) 409+60 (112 %)

N

vysledki plynou tyto zavéry:
V realné odpadni vodé obohacené na koncentraci 20 g/l chloridid dochazelo k vyznamné inhibici
denitrifikace pfitomnymi anorganickymi solemi.
Inhibice ptetrvavala ¢astecné i v nasledujicich dvou pokusech v Zivném denitrifika¢nim médiu.
Inhibovana byla jak redukce dusi¢nant, tak redukce dusitani (naméfeny byly nizsi rychlosti
odstranovani dusi¢nant za soucasné vyssi akumulace dusitant).
Piidavek fosforu mél pozitivni vliv na denitrifikacni aktivitu (niz$i pokles aktivity) i na
zivotaschopnost imobilizovanych mikroorganismi (vyssi aktivita v zivném denitrifikacnim médiu
Vv ovéfovacich pokusech).
Pridavek fosforu odstranil inhibici redukce dusi¢nanti, nicméné stale dochazelo ke zvySené
kumulaci dusitani.
BL simobilizovanym mikroorganismem P. pantotrophus dosahoval srovnatelné aktivity
s imobilizovanym P. fluorescens.

Pritocné experimenty

Vzhledem k tomu, Ze v provozni aplikaci na COV tepelné elektrarny bude &isténi vody probihat
kontinualné, byly dal$i experimenty provadény V prutocném uspotadani. Pro dalsi etapu byl pouzit BL
s P. pantotrophus. Cilem bylo zejména zjistit realné ustalené aktivity pifi riznych koncentracich
chloridi pro dosaZeni podlimitnich odtokovych koncentraci dusiku (dle zadani 30 mg/l N-NO,)
a ovétit dlouhodobou aplikovatelnost BL. Vzorovy prubéh experimentu ukazuje Graf 1, dosazené
aktivity za raznych podminek jsou shrnuty v Tabulka 2.
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Graf 1 Casovy pribéh denitrifikace v prittoéném experimentu. Odpadni voda byla upravena na koncentraci
20 g/l chloridi, pokus probihal bez automatické upravy pH, pouze jednorazove (v ¢ase 68 minut) bylo pH
upraveno na 7,5. V grafu je znazornén pfitok a odtok N-NOy, vypocitana denitrifika¢ni aktivita BL a pH.



Tabulka 2 Dosahované aktivity odbouravani celkového dusiku v pratoéném uspoiadani za riznych podminek

Cr Piiok Odtokové Ustalena aktivita Poznamky
[o/1] N-NO, koncentrace odbouravani
[mg/ N-NO, [mg N-NO,/ hod
hod] [mg /1] / kg BL]
20 100 <20 450 Manualni jednorazova tuprava pH,
viz Graf 1
35 44 <20 80 Automaticka iprava pH na 7,8
35 64 46 193 Automaticka tprava pH na 7,8
35 43 <20 169 Automaticka tprava pH na 7,8
35 57 20 221 Automaticka tiprava pH na 7,8
Pracovni objem zvySen na 4 litry,
prodlouzena doba zdrZeni ze 6 na 8 hodin

Z dosazenych vysledkl vyplyva nasledujici:

o Denitrifika¢ni aktivita klesa vyznamné s rostouci koncentraci chlorida.

e Inhibovdna je opét zejména redukce dusitanti, zvySené odtoky celkového dusiku zminéné
Vv tabulce 2 byly tvotfeny pfevazné odtékajicimi dusitany.

e Zposledniho tadku tabulky 2 vyplyva, ze alternativni moznosti zvySeni aktivity odbouravani
dusitant by bylo zvySeni doby zdrzeni v systému.

e V ¢ase psani tohoto pfispévku dosahoval pouzity BL stabilni aktivity i po 3 mésicich
kontinualniho provozu.

e Bez upravy pH dochazelo pfi vSech pokusech k nepfedpokladanému poklesu pH, a to i pies
spotiecbu H' vlastni denitrifikaci (redukci dusitanii). V piedchozich projektech s podobné
zasolenymi vodami byl pouZivan jako externi substrat ethanol a poklesy pH nebyly zaznamenany
[5-7]. Pficinou je pravdépodobné vznik kyselych metaboliti z pouzitého organického substratu
Brentaplus (ktery je pfevazné slozen z alkohold, sacharidi a proteint).

Stabilita nosice

V tivodnich experimentech bylo pozorovano shlukovani a rolovani cocek BL, bez zjevného
negativniho vlivu na denitrifikacni aktivitu. Z n€kolika experimentii zaméfenych na objasnéni pficin
shlukovani bylo zjisténo, Ze k nému nedochazi v Cistych roztocich chloridu sodného ani chloridu
draselného (az do koncentrace 35 g/1 chloridi) a ze pfidavek fosforu zpomaluje proces shlukovani
¢ocek v realné odpadni vodé. V nasledujicich experimentech uz k tomuto jevu nedochazelo. Pti¢inou
srazeni byla pravdépodobné dosud neidentifikovana slozka v prvni testované realné odpadni vodé.

Zavér

Prezentované vysledky ukazuji, Ze Biotechnologie lentikats vyuzivajici denitrifikacnich
mikroorganismi imobilizovanych v PVA matrici je pouzitelna pro odstrafovani dusi¢nant
z odpadnich vod tepelnych elektraren s vysokym obsahem chloridi a sirand. Denitrifikace je
inhibovana Vv zavislosti na rostouci koncentraci soli, nicméné i pti meznich koncentracich 35 g/l
chloridii a 17 g/l siranil je dosahovana aktivita dostatecné€ vysokd pro u¢inné odstranéni dusi¢nanti
i dusitant. V dalSim testovani budou optimalizovany provozni parametry (davkovani CHSK a fosforu,
optimalni provozni pH) a bude i nadale ovéfovana dlouhodoba stabilita denitrifika¢niho
Biokatalyzatoru lentikats v takto specifickych odpadnich vodach.
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