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Abstract:

This paper summarizes the results of a three-year project focused on the removal of high
concentrations of nitrates (up to 10 g.L™ NO5; ~ 2,3 g.L™ N-NO5) from brines originating from the
regeneration of ion-exchange columns (20 g.L™* NaCl + 2 g.L™" Na,SO,) using denitrifying bacteria
encapsulated in polyvinylalcohol matrix (so called Lentikats Biocatalyst, LB). Upon adaptation, the
Biocatalyst is capable of denitrification of brines both in continuous and batch setup with
denitrification activities as high as ~1000 mg N .hr. kg™ LB, comparable to applications of this
technology for denitrification of municipal wastewaters. Due to a lack of nutrients in brines regular
cultivations of the Biocatalyst is necessary in order to maintain a high denitrification activity.
A minimum of one year of Biocatalyst’s life-time was confirmed during the experiments.
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Abstrakt:

Prispévek shrnuje vysledky tfiletého projektu zaméteného na odstranovani vysokych koncentraci
dusi¢nant (az 10 g/l NOs ~ 2,3 g/l N-NOg) z eluati po regeneraci iontoménic¢ovych kolon (20 g/l
NaCl + 2 g/l Na,SO,) pomoci denitrifika¢nich bakterii imobilizovanych v polyvinylalkoholové matrici
(tzv. Biokatalyzator lentikats). Po adaptaci je Biokatalyzator schopen v eluatech dosidhnout
denitrifikacni aktivity srovnatelné s aplikaci této technologie pro denitrifikace komunalnich odpadnich
vod (az ~1000 mg N/hod/kg Biokatalyzatoru) a to ve vsadkovém i kontinualnim uspofadani.
Vzhledem k absenci zivin v eluatech je pro dlouhodobé udrzeni aktivity nutné Biokatalyzator
pravidelné kultivovat. V prub&hu testovani byla ovéfena minimalni Zivotnost Biokatalyzatoru jeden
rok.
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Uvod

Biokatalyzatorem  lentikats (BL) je oznaCovan  biologicky material imobilizovany
v polyvinylalkoholové matrici technologii Lentikats dle némeckého patentu DE 198 27 552 (v CR
patent ¢. 294179). Pouziti BL pfinasi cetné vyhody pro biotechnologické aplikace. Imobilizace do
PVA je vysoce biokompatibilni a zachovava vétSinu aktivity imobilizované biomasy. Matrice nebrani
rozmnozovani imobilizovanych mikroorganismi a umoziuje tak za vhodnych podminek dlouhodobé
udrzeni vysoké aktivity BL. Diky hustot¢ matrice blizké hustoté¢ vody je BL snadno udrzovan ve
vznosu a v kombinaci s ¢o¢kovitym tvarem, omezujicim difuzni limitaci, tak umoziiuje dosahnout
vysokych rychlosti biochemické konverze. Snadna je i separace po skonCeni procesu pomoci
mechanického separatoru (Jekel et al., 1998; Jahnz et al., 2001; Schlieker and Vorlop, 2006).



Vyroba BL je zvladnuta v primyslovém métitku spolecnosti LentiKat's a.s. a je tak mozné ziskat
velké mnozstvi homogenniho Biokatalyzatoru. Biotechnologie Lentikats nasla ¢etné aplikace napf.
Vv lihovarnictvi, farmacii a pfi €iSténi odpadnich vod. V posledn€ jmenovaném oboru jsou vyzkumné a
provozné-aplikacni aktivity soustfedéné na odstrafiovani dusikatého zneCisténi (Sievers et al., 2002;
Kfizenecka et al., 2009; Cernik a kol., 2010), a to zejména z primyslovych &i jinak problematicky
Cistitelnych vod. Hlavnimi piednostmi jsou zde vysoké dosahované koncentrace nitrifika¢nich
a denitrifikacnich mikroorganismu v systému pfi soucasné siln¢ redukované produkci odpadniho kalu,
vysoka ucinnost odbouravani dusikatého znecisténi s dosahovanymi prakticky nulovymi odtokovymi
koncentracemi, moznost Cistit i vysoké koncentrace znecisténi (fadove g/l NH,", resp. NO3) a vySssi
odolnost imobilizovanych mikroorganismii umoziiujici odstranovat dusikaté polutanty i ze specificky
znetisténé odpadni vody, napf. toxické nebo zasolené (Bouskova et al., in press; Cernik a kol., 2010;
Trogl et al., 2010, 2011a,b).

Na FZP UJEP byl v minulych letech fesen projekt zaméfeny na vyuziti BL pro odstratiovani vysokych
koncentraci dusi¢nand z eluatl vznikajicich regeneraci iontoménicovych kolon. lontoménice jsou
vyuzivany zejména pro odstranovani dusiénani z pitnych, bazénovych a podobnych vod; jejich
regenerace je provadéna koncentrovanymi roztoky anorganickych soli. Vznikajici eluaty jsou pak
charakteristické vysokou salinitou, vysokou koncentraci dusi¢nanti a absenci Zivin a jejich regenerace
je problematicka, popt. velmi nakladna (McAdam and Judd, 2008). Pouzitelnost BL pro denitrifikaci
téchto eluatti byla demonstrovana v predchozich prispévcich vénovanych jak vsadkovému (Trogl et
al., 2010, 2011b), tak kontinualnimu usporadani (Bouskova et al., v tisku; Trogl et al., 2010). Bylo
prokazano, ze po adaptaci BL je nejvyznamnéjs$im faktorem ovlivitujicim denitrifikacni aktivitu prave
nedostatek Zivin, ktery zpusobuje postupny ubytek zivotaschopné biomasy a tedy nutnost pravidelné
regenerace BL. V zasolenych vodach jsou pak adaptované Biokatalyzatory schopné dosahovat
srovnatelnych denitrifikacnich aktivit jako v neinhibujicim prostiedi (Trogl et al. 2011b, v fizeni).
Tato prace dopliuje predchozi vysledky o dlouhodobé (cca ro¢ni) pokusy a shrnuje vysledky zejména
z aplikacniho hlediska.

Experimentalni ¢ast
V tomto testu byl pouzit denitrifika¢ni Biokatalyzator lentikats pfipraveny na velkokapacitni lince
LentiKat's a. s.

Simulované roztoky eluatt byly pfipravovany z destilované vody ptidavkem chloridu sodného, siranu
sodného (20 g/l NaCl + 2 g/l Na,SQO,4) a dusi¢nanu draselného (az 10 g/l NOs ~ 2,3 g/l N-NO3)
o Cistoté p.a. Jako zdroj organického substratu pro denitrifikaci byl davkovan ethanol v cca 50%
stechiometrickém piebytku 4,2 g CHSK (0,58 ml 100% ethanolu)/g N-NO;'.

Aktivita Biokatalyzatoru je vyjadfovana v gramech odbouraného dusiku jednim kilogramem BL za
jednu hodinu. U vsadkovych pokust je pocitana z doby potfebné pro odbourdni pocate¢niho N-NOyx
na nizké hodnoty, obvykle pod mez stanovitelnosti. U kontinudlnich pokust byla aktivita pocitana
z rozdilu mezi aktudlnim natokem a odtokem N Vv ustaleném stavu.

Experimenty byly provadény ve sklenénych reaktorech o objemu 15 litrGi (pracovni objem 10 litrd)
nebo v kadinkach o objemu 5 litrG (pracovni objem 3 litry), bez temperace a regulace pH. Bylo
pouzito 10 % objemového plnéni BL a ve vznosu byl BL udrzovan lopatkovym michadlem
s varioatorem (Vv reaktoru), resp. magnetickym michadlem (v kadince). Pomoci méticich elektrod byly
sledovany hodnoty pH, rozpusténého kysliku a teploty. Pritocného uspoiadani bylo dosazeno pomoci
sady davkovacich a odtahovych peristaltickych Cerpadel (vCetné separatniho Cerpadla pro roztok
organického substratu) a sitovymi separatory pro udrzeni BL v reaktoru. Pritoky systémem byly
pribézné kontrolovany.

Kultivace imobilizovanych denitrifikacnich mikroorganismti byla provadéna anoxicky pomoci
mineralniho denitrifika¢niho kultivaéniho média (MDM, Trogl et al., 2011b) s ptidavkem dusiénanu
draselného. Pro zajisténi dostateéného zdroje C byl pii kultivaénich pokusech davkovan dvojnasobek
ethanolu nez pti pokusech s eluaty, tj. 8,4 g CHSK/g N.



Pravidelné Dbyla sledovana koncentrace dusi¢nand (iontovou chromatografii), dusitant
(spektrofotometricky), CHSKG¢, (filtrovana a celkova, spektrofotometricky) a zakal (opticka densita,
ODgno), vyjadiujici koncentraci volné biomasy. V kontinualnich pokusech byl dale sledovan i obsah
rozpuiténych a nerozpusténych latek a ztraty zihanim (CSN 75 7346, CSN 75 7347, CSN EN 872,
CSN 75 7350). Podle potieby byla rovnéz sledovana i koncentrace fosfore¢nanii a amonnych ionti
(spektrofotometricky). Detaily analytickych metod i jejich validace na vzorky s vysokou salinitou jsou
uvedeny v piedchozich pracich (Trogl et al., 2011b; Pilatova et al., 2011).

Vysledky a diskuze

Dlouhodobé vsadkové denitrifikace eludtii s 10 g/l dusic¢nanii

Ptredchozi prace (Trogl et al., 2010, 2011b) byly zaméfené na vsadkové denitrifikace pii proménlivé
koncentraci dusi¢nanii a promeénlivé salinit€. Bylo prokdzdno, Ze pro udrzeni vysokych
denitrifikacnich aktivit je nutné BL pravidelné kultivovat; naopak fedéni eluati vodou pro snizeni
salinity neni nutné. V navaznosti na tyto poznatky byl proveden dlouhodoby experiment zaméteny na
opakované vsadkové denitrifikace eluatt pti nejvyssi koncentraci 10 g/l NO3 (~2,3 g/l N-NO3),
prokladané dle potieby opakovanymi rekultivaénimi kroky (v MDM + 10 g/l NOj3™ bez ptidavku soli).
Pro vSechny experimenty byla pouzita stejna varka Cerstvé vyrobeného denitrifikaéniho BL; uvodni
faze experimentt slouzila pro jeho kultivaci na vychozi aktivitu ~1000 mg N / hod / kg BL.
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Obr. 1: Chronologicky vyvoj denitrifika¢nich aktivit pfi opakovanych vsadkovych denitrifikacich

simulovanych eluatd, resp. kultivacnich pokusech. Ve vSech pfipadech byla pouzita koncentrace
dusi¢nant 10 g/l (~2,3 g/l N-NOy)).

Dosazené denitrifika¢ni aktivity v eluatech byly niz8$i nez v neinhibujicim MDM, s opakovanymi
regeneracemi se ale postupné zvysSovaly. I pfes ziejmé trendy poklesu denitrifikacnich aktivit
Vv eluatech, resp. vzestupu pfi kultivacich, byla zjisténa jejich necekané vysoka variabilita. Pti hledani
zdroje této variability bylo zjisténo, Ze statisticky nekoresponduje ani s teplotou ani s pH, jejichz
variabilita byla podstatné nizsi. Za pravdépodobnou pfic¢inou byla urc¢ena vysoka kumulace dusitant,
které jsou meziproduktem denitrifikace. Inhibice denitrifikace vyssimi koncentracemi dusitant (resp.
kyseliny dusité, Glass and Silverstein, 1999) je znama a je i nepfimou piic¢inou inhibice denitrifikace
vysokymi koncentracemi dusi¢nanti. Z pfedchozich praci (Trogl et al., 2010, 2011) je znamo, zZe
denitrifikace s vyuzitim BL probiha obvykle podle kinetiky nultého fadu s ostrymi maximy
koncentrace dusitant, které jsou dusledkem nizsi rychlosti redukce dusitani, nez je rychlost redukce



dusi¢nant (viz téz Obr. 2c). Kinetika dosazena v prezentovanych pokusech byla podobna. Na rozdil
od piedchozich testd dusitanova maxima nebyla stejné ostra a vysoké koncentrace dusitani se
v systému Casto drzely dlouhou dobu na pfiblizné¢ konstantni koncentraéni trovni, nez doslo k jejich
rychlému odbourani. Casova prodleva mezi dosazenim maxima dusitanil a jeho odbourinim byla
znaéné proménliva a ovliviiovala pochopitelné dosazené denitrifikaéni aktivity. Tuto atypickou
kinetiku dobte demonstruje Obr. 2b.
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V ptedchozich pokusech byla dosahovana kinetika standardni s ostrymi maximy dusitanti, tyto pokusy
byly nicméné provadény pti koncentracich dusi¢nant pievazné 5 g/l a nizSich. Pro ovéfeni hypotézy,
7e pozorovand atypicka kinetika denitrifikace je zpltisobena vy$§imi koncentracemi dusi¢nanti, byl
v Case 284 dni od startu pouzivany BL (aktualné po kultivaci o aktivit¢ ~1200 mg N / hod / kg BL)
rozdé€len na tii ¢asti, se kterymi byly nasledné provadény pokusy jak pti 10 g/l NOs, tak i pfi nizSich
koncentracich (8-6-5 g/l NO3"). Pro maximalni eliminaci vnéjsich faktort byly provadény tii pokusy
paraleln¢, dvojici vsadkovych pokusi s riznou koncentraci NO3™ doplnil prutoény pokus s natokovou
koncentraci 10 g/l NO3. Dosazené vysledky (Obr. 3) hypotézu potvrzuji. Pokles denitrifika¢nich
aktivit pfi vsadkovych pokusech s8, 6, i 5 g/l NO; i paralelné v kontinualnim uspotadani byl
srovnatelny a dobie vysvétlitelny kinetikou prvniho fadu (R? 0,85-0,99). Dosazena maxima dusitand
byla sice nadale vysoka (pfes 50 % vychozi koncentrace NO3'), nicméné pievazné standardné ostra.
Oproti tomu vsadkové pokusy pti 10 g/l vyustily opét ve variabilni denitrifikacni aktivity a delsi
periodu s maximem dusitant. Natokové koncentrace 10 g/l NO; nemély naopak na denitrifikaci
negativni Vliv v pritoéném uspotadani, coz lze pricist podstatné nizsi aktualni koncentraci N-NOy’
v reaktoru. Tento poznatek l1ze povazovat za hlavni vyhodu pratoéného uspotadani proti vsadkovému.
Prestoze i1 ve vsadkovych pokusech s 10 g/l NO3 bylo dosazeno kompletniho odbouravani dusi¢nant,
variabilita dosazenych aktivit ukazuje, ze UcCelnéjsi bude vsadkové denitrifikovat pouze eluaty
0 koncentraci 8 g/l NO3™ a niz8i. Toho lze dosahnout napi. zkracenim doby kontaktu regenera¢niho
roztoku s iontoménicem.

Nestandardni kinetika pti vsadkovych denitrifikacich s 10 g/l N-NOj3™ byla pozorovana zejména pfi
pokusech s eluaty, pfi kultivacnich pokusech v MDM se objevovala v daleko mensim rozsahu. To
vede Kk hypotéze, Ze tato inhibice neni zplisobena jen samotnou vysokou koncentraci dusi¢nanti, ale
spise synergickym plisobenim vysoké osmotické hladiny a vysoké koncentrace dusi¢nantl. Problém je
nadale zkouman.



m vs. 8 g/l NO3-

A vs. B g NOS-
1200 \ evs. 10 g/l NO3-

Y vs. kultivace 10 g/l NO3- @
1000 ; o kont. 10 g/l NO3- L
N\-. A

400 -

200 -

Denitrifikacni aktivita [mg N / hod / kg BL]
(23
o
(=]

Cas [dny]

Obr. 3: Porovnani poklesu denitrifika¢nich aktivit pfi vsadkovych denitrifikacich eluatt s riznou
koncentraci dusi¢nan a v pratoéném uspoiadani s 10 g/l NOj. vs. = vsadkovy pokus, kont. =
prutoény pokus. Z grafu jsou pro piehlednost vynechana data naméiené s 5 g/l NO;” srovnatelna s daty
pii 6 g/l a 8 g/l NOj'.

Adaptace imobilizovanych mikroorganismii

Predchozi prace ukazaly nutnost adaptace denitrifikantli na prostiedi koncentrovanych eluati pro
dosazeni maximalnich denitrifikaénich aktivit (Trogl et al., viizeni). Jedna se pravdépodobné
o0 adaptaci fyziologickou, projevujici se hlavné pti prvnim kontaktu imobilizovanych bakterii s eluaty
(osmoticky Sok), tak i adaptaci mikroevolu¢ni, projevujici se postupnou selekci odoInéjsi populace
v dusledku cyklického stiidani fazi odumirani (pti denitrifikacich eluati bez Zivin) a kultivacnich fazi.
Ve shodé s piedchozimi experimenty doslo v prvnim pokusu s novym BL k nestandardnimu a silné
inhibovanému pribéhu denitrifikace (Obr. 2a), pfi kterém byl zaznamenan pokles pH, kumulace
dusitanti i zpétny rast koncentrace dusi¢nanti. V druhém pokusu uz byl tento jev velmi slaby
a v dalsich pokusech uz k nému nedochazelo.

Mikroevoluéni adaptaci pak naznacuje postupny rust maximalnich denitrifikacnich aktivit v eluatech
s postupujicimi cykly eluaty-regenerace (Obr. 1). V ptedchozich pokusech nicméné dochazelo
K vyznamnému vzestupu denitrifika¢nich aktivit uz po prvni regeneraci vycerpaného BL. Je
pravdépodobné, ze rychlejsi adaptaci brzdi opét vyssi koncentrace dusi¢nant. I tento problém bude
nadale zkouman.

Kontinuadlni pokusy s adaptovanym BL

Pfedchozi kontinualni experimenty (Trogl et al.,, 2010; Bouskova et al., vtisku) potvrdily
dlouhodobou pouzitelnost Biotechnologie lentikats i Vtomto uspofadani. Nejvyssi dosazené
denitrifika¢ni aktivity se pohybovaly okolo 400 mg N / hod / kg BL, jsou tedy srovnatelné
s denitrifika¢nimi aktivitami dosahovanymi pfi intenzifikaci komunalnich COV (Cernik a kol., 2010),
nicméné stale nizsi, nez je mozné dosahnout v denitrifikaénim mineralnim médiu. V navaznosti byl
proveden pokus s pln¢ adaptovanym BL (podil ze vsadkovych pokust odebrany v ¢ase 284 dni),
nakultivovanym na aktivitu ~1200 mg N / hod / kg BL). Prubéh pokusu ukazuje Obr. 4.
S adaptovanym BL bylo v eluatech dosazeno denitrifikaéni aktivity blizici se 1000 mg N / hod / kg
BL. Po ocekavaném poklesu aktivity bylo mozné enkapsulované denitrifikatni mikroorganismy
rekulivovat zpét na vychozi aktivitu, a to pouhym pfidavkem Zivin do eludtu (3% roztok MDM)
a nasledné dosahnout opét vychozi denitrifika¢ni aktivity ~1000 mg N / hod / kg BL.
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Obr. 4: Opakované prutoéné denitrifikace 100% eluatu (10 g/l NOj3) s vlozenym regeneracnim
(kultiva¢nim) krokem. Pouzit byl adaptovany denitrifika¢ni BL.

Spoti‘eba CHSK na denitrifikace

Ve vsech pokusech byl davkovan ~50% piebytek potiebné stechiometrické davky CHSK, aby byla
vyloucena limitace denitrifikace nedostatkem organického substratu. Skuteéna spotieba se
v dlouhodobych vsadkovych pokusech pohybovala nad stechiometrickym pomérem (3,0+0,6 g CHSK / g N),
pti kultivacich pak vySe (3,3+£0,3). Ve vsadkovych pokusech nebyla pozorovana zadna zavislost na
Case ani na aktualni denitrifikacni aktivité¢ BL. V kontinualnich pokusech se skutecna spotieba CHSK
pohybovala okolo stechiometrického poméru jen tehdy, odpovidal-li natok N aktualni denitrifika¢ni
aktivité¢ a odtokové koncentrace N-NO,  byly blizké nule. Pfi poklesu denitrifikac¢ni aktivity a s tim
souvisejicim zvySovani odtokovych koncentraci N-NO, dochéazelo ke kumulaci CHSK v systému
a systematickému zvySovani odbouraného poméru CHSK:N az na n¢kolikanasobky, at’ uz v disledku
abiotickych ztrat (odpar, sorpce) nebo kvili ukladani zasobniho C.

Aplikaéni souhrn

Dosazené vysledky ukazuji pouzitelnost denitrifikacnich Biokatalyzator( lentikats pro odstranovani

dusic¢nantl z eluatd iontomeénicovych kolon. I pfes ¢aste¢nou potiebu dalsiho vyzkumu lze technologii

povazovat za pfipravenou pro aplikace ve vodarenské praxi:

e Po nutné adaptaci je mozné dosahnout vysokych denitrifikacnich aktivit BL (az 1000 mg
odbouraného N / hod / kg BL) srovnatelnych s aktivitami v neinhibujicim prostiedi.

e Sucinnosti vice jak 98 % lze odbouravat koncentrace az 10 g/l NO; (~2,3 g/l N-NO3)
Vv kontinualnim a az 8 g/l NO3 (~1,8 g/l N-NO3) ve vsadkovém usporadani.

e Dosahované denitrifikacni aktivity i jejich pokles s asem jsou srovnatelné ve vsadkovém
1 pratocném uspotddani. Hlavnimi vyhodami vsadkového usporadani je lepsi kontrola nad
vyslednym stupném odstranéni N-NOyx a spottebovanou CHSK. Hlavni vyhodou prito¢ného
uspoifadani je moznost denitrifikovat vy$$i koncentrace az 10 g/l NO;z; a nizsi potieba
technologickych zasahti (vyména média apod.) i retenénich nadrzi.

e Denitrifikacni aktivita BL v eluatech pribézné klesa v disledku absence zivin. Vycerpany
Biokatalyzator 1ze opakované re-kultivovat, a to jak oddélené v denitrifika¢nim médiu, tak pfimo
ptidavky mineralnich Zivin do ¢isténych eluati. Minimalni Zivotnost BL je 1 rok.

Zavér

Piispévek shrnul aplikovatelnost denitrifika¢nich bakterii enkapsulovanych v polyvinylalkoholové
matrici (tzv. Biokatalyzator lentikats) pro odstraiiovani vysokych koncentraci dusi¢nand (az 10 g/l
NO; ~2.3 g/l N-NOy3’) z eluati po regeneraci iontoménicovych kolon (az 20 g/l NaCl + 2 g/l Na,SO,).



Spolu s uspésnymi testy zamefenymi na denitrifikaci zasolenych odsifovacich OV a dulnich vod nebo
nitrifikaci toxickych OV z produkce difenylguanidinu (Bouskova et al., v tisku; Trogl et al., 2011a)
ukazuji prezentované vysledky Siroky potencial Biotechnologie lentikats pii odstraniovani dusiku z vod
(typicky primyslovych OV), které jsou pro svou salinitu, toxicitu ¢i nedostatek zivin b&znymi
biologickymi postupy obtizné Cistitelné.
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