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Zpisob proveden{ disimiladni denitri-
fikace vod bun&®nymi agregdty s denitrifi-
kaéni aktivitou je vyzna&eny tim, Ze vody
obsahujfic{ dusi&nany a/nebo dusitany v roz-

mezf{ koncentraci 0,001 mg.lit:r"1 a¥

2 000 mg.litr-l, se uvddi ve styk s imobi-
lizovanymi bund&nymi agregdty v aerobnim
prosttedf, p¥i koncentraci kysliku

0,2 mg.litr-l a¥ do maximdlni saturace vod
kyslikem.
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Vyndlez se tykd& zplsobu provedenf disimila&ni denitrifikace vod bun&¥nymi agregéty
p¥i nulové a% maximé&ln{ saturaci vod kyslikem.

Pro priib&h enzymové disimiladnf denitrifikace je nezbytnd pfitomnost p¥isludnych denitri-
fika&nich mikroorganisml, velmi nizk& hladina rozpu¥t&ného kysliku, vysok4 hladina vhodného
donoru elektronu a dostate&ny transport Zivin.

V disimila&nim procesu organismy vyuZivajf{ dusidnany resp. dusitany jako akceptoru
elektrond misto molekuldrniho kysliku v jeho nep¥itomnosti (Painter, H. A.: A Review of
Literature of Inorganic Metabolism in Microorganism, Water Res., 4, 293-450, 1970). Vlastn{
mechanismus redukce dusidnand a% na molekuldrni dusik je katalyzovdn &ty¥mi enzymy - nitréte
reduktdzou, nitritreduktdzou, NO-reduktdzou a Nzo-reduktazou.

Nejlépe prostudovanym enzymem, ktery se tUlastni tohoto procesu je nitrdtreduktédza,
jeji% aktivni misto je lokalizovéno na vnit¥ni strané& cytoplazmatické membrény (John, P.:
Aerobic and Anaerobic Bacterial Respiration Monitored by Electrodes, J. Gen. Microbiol.
98, 231-238, 1977; Kristjanson, J. K., Walter, B., Hollocher, T.: Respiration - Dependent
Proton Trannslocarion and the Transport of Nitrate and Nitrite in Paracoccus denitrificans
and Other Denitrifying Bacteria, Biochemistry 17, 5014-5019, 1978).

Podminkou syntézy nitrétreduktdzy je krom& p¥itomnosti induktoru, tj. dusiénanu,
nep¥itomnost rozpu¥t&ného kyslfku. Kyslik reprimuje syntézu respiradni nitrédtreduktézy
i v pfitomnosti induktoru a z&rovenh inhibuje aktivitu nitrétreduktdzového systému jiZ
pfedem vytvo¥eného v bunhk&ch, tj. doch&zf ke kyslikovému efektu (represe biosyntézy a

inhibice enzymd).

Nitritreduktdza je enzym solubilnf, lokalizovany pravd&podobn& v periplazmatickém
prostoru (Alefounder, P. R., Ferguson, S. J.: The Location of Dissimilatory Nitrite Reductase
and the Control of fissimilatory Nitrate Reductase by Oxygen in Paracoccus denitrificans,
Biochem. J. 192, 231~240, 1980).

NO-reduktdza a NZO-reduktéza jsou enzymy membranové vdzané. Jak vyplyvad z povahy
denitrifikadnich mikroorganismi je molekuldrni kyslik p¥i denitrifikaci v suspenzni kultufe
vyu¥ivdn pfednostnd jako akceptor elektrond a tim blokuje nitrAtovou respiraci. Proto
je nutné pro disimila®nf dinitrifikaci zachovat anoxické podminky, tj. nfzkou koncentraci
rozpu¥t&ného kysliku. Focht a Chang, (Focht, D. D. a Chang, A. C.: Nitrifikation and
Denitrifikation Processes Related to Waste Water Treatment. Adv. Appl. Microbiol. ;9,
153~186, 1975) uvdd&ji jako kritickou koncentraci rozpust&ného kysliku pro denitrifikaci
6 aZ 63/umol.l_1. Najakima et al. (Najakima, M., Hayamizu, T., and Nishimura, H.: Inhi-
bitory Effect of Oxygen on Denitrification in Sludge from an Oxidation Ditch. Water Res.
18, 339-343, 1984) zjistili, %e v suspenznfch kulturdch probihd dinitrifikace do koncetrace
rozpu$t&ného kysliku 15 pmol.l_l.

Ot4zka inhibice disimila&ni denitrifikace kyslfkem vZak neni jednozna&ni, nebot
denitrifika®ni mikroorganismy maji ve svém elektron transportnim systému hem, pro jehoZ
syntézu je kyslik nezbytny.

Strand et al. (Strand, S. E., McDonnell, A. J., and Unz, R. F.: Concurrent Denitri-
fication and Oxygen Uptake in Microbial Films. Water Res. 19, 335-344, 1985) sledovali
prib&h denitrifikace v mikrobi&lnich filmech s aerobnim povrchem. Zjistili, Ze koncentrace
rozpuit&ného kysliku 0,1 a%¥ 14,0 mg.l_1 (3,1 aZ 437,5/um01.l-1) na fluidni vrstvé& md
bezvyznamny vliv na dinitrifika®ni rychlost v mikrobi&lnim filmu, p¥i¥em? z&vis{ na tloust-
ce filmu.

Pro uskute&ndni biochemické redukce dusi&nanu je nezbytnd pF¥itomnost zdroje organického
uhliku.
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St. Amant a McCarty (St. Amant, P. P., McCarty, P. L.: Treatment of High Nitrate
Water. J. Am. Wat. Wks. Assn. 61, 659~662, 1969) upozoriuji na zv§¢Senou spot¥ebu organického
zdroje uhlfku v p¥f{tomnosti rozpust&ného kysliku.

Jsou zndmy zplsoby v§roby imobilizovanych buné&&nych biokatalyzdtorl na bazi bun&&nych
agregdtld s riznymi enzymovymi aktivitami. Bund&né katalyz&tory a zpisob jejich vyroby
jsou p¥edmdtem &s. autroského osv&dfeni &. 231 458. Vypracovali jsme specificky zplsob
zp&viiovdni &&stic imobilizovanych bun&k s detrifikaénf aktivitou, ktery je pfedmdtem
&s. autorského osvé&d&eni &. 245 584. Tyto zpdvnédné S4stice imobilizovanych bundk na bizi
bund&ngch agregdtt umoZfiuji denitrifikaci vod s vysokou G¥innosti. zdkladni vlastnosti
&4stic bun¥®nych agregitd byly popsény v Biotechnol. Letters, 10 737-742, 1985.

2jistili jsme, %e vlastnosti bun&&ného biokatalyzdtoru dovolujf vést denitrifikadni
proces i p¥i vysokgch koncentracfch rozpou¥t&ného kysliku, cof umoZfiuje provddét nitritovou
disimilaci z nitrdtu a%Z na plynny dusik a aerobnich podminkdch. Tim je rovné&Z do zna&né
miry predikovéna technologick4 schiidnost procesu enzymové dinitrifikace vod.

Porudenf integrity plazmatické membrdny navozené zplsobem imobilizace a zpeviovéni
S&stic zpisobi, %e i v p¥itomnosti kysliku je odbourdvén dusi&nan, resp. nitrit stejnou
specifickou rychlosti. Je to zfejm& zplsobeno tim, Ze nésledkem zruSeni membrénového
potencidlu pronikajf nitrity do bun&k, kde inhibuj{ termindlnif oxidézy, jejich% aktivni
centra se nalézajfi na vnit¥ni stran& cytoplasmatické membrany.

Mo¥nost vyuZit{ imobilizovanych bun&k s denitrifikalnf aktivitou i v aercbnim prost¥edi
vede k Uspordm ndkladl a energie na odkyslidovéni upravované vody a nédslednou reaeraci,
nebot pitnd voda pro hromadné zéscbovdnf musi obsahovat minimdln& 50% nasyceni kyslikem.
zZ4roveii je zbrén&no pribdhu anaerobnfch pochodull, které jsou provdzeny tvorbou zapécha-
jicich l&tek. ‘

Podstatou feSen{ podle pfedmdtného vyndlezu je zpisob provedeni disimila&n{ denitrifikace
vod bun¥&nymi agregdty s denitrifikadnf aktivitou, které je vyznaleno tim, Ze vody obsa-
hujfci Qusi&nany a/nebo dusitany v rozmezi koncentraci 0,001 mg.litr_1 a%Z 2 000 mg.litr_l,
se uvddf ve styk s imobilizovanymi bun&inymi agregdty p¥i koncentraci rozpudté&ného kysliku
0,2 mz_:g.lit:r-1 a¥ maximdlnf saturaci vod kyslikem.

Pro enzymovou denitrifikaci vod pomoci imobilizovanych zpevn&ngch &istic bun&&nych
agregdtd byly pouZity rdzné typy vod obsahujic{ rdzné koncentrace dusi&nanl a/nebo dusitani,
nap¥. voda povrchovd, podzemni a odpadni.

K analytickému hodnoceni biochemickych aktivit bylo pouZito nésledujicich a takto

definovangch velilin: po&. konc. Nog - zbytkové konc. No;

-1

v~ - = specifickd denitrifika&ni rychlost = (mg.g'l.h )

N03 navdika suché hmoty katalyzitoru.las
No; koncentrace dusi&nanovgch iontd . mg.l-i

NO, koncentrace dusitanovych iontd mg.1”

CHSKy chemickd spot¥eba kysliku rng._l'.l

X ‘su$ina vzorku % hmot.

k/02/ koncentrace rozpuité&ného kysliku mg.l-l

K stanoveni dusi&nand a dusitand bylo pouZito spektrofotometrickgfch metod, v prvém
ptipadé reakci se salicylanem sodnym, v druhém p¥ipadé s kyselinou sulfanilovou a N-/1-
-naftyl/-etylendiaminhydrochloridem. Chemick& spotfeba kysliku /CHSKMn/ byla zjistovéna
titradni Kubelovou metodou. Sufina vzorku byla stanovena gravimetricky sufenim vzorku
p¥i 105 °c.
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Koncentrace rozpuft&ného kysliku byla zji%fovéna jodometrickou metodou v Alsterbergové
modifikaci. Obsah rozpust&ného kysliku v & hmot. nasyceni roztoku byl vypo&ten pouZitim
tabelovych hodnot rovnovadfngch koncentraci kysliku pro dané teploty. Uvedend mé&fFeni byla
provédsna podle doporufengch metod Hordkovu (Hordkovd a kol.: Metody chemické analyzy
vod, scriptum VSCHT, Praha 1981).

vV dal¥fm je vyndlez bli¥e objasn&n v p¥ikladech provedenf, aniZ by se jimi omezoval.
P¥f{klad 1

Pro denitrifikaci vod byl poufit biokatalyzdtor, jehof zptsob p¥ipravy je popsén
v &s. autorském osvdddeni &. 231 458 a zplisob zpeviovanl &4stic v &s. autorském osv&dEeni
&. 245 584. Jako v§choziho materidlu byla pro imobilizaci a zpeviiovdn{ pouZita sm&snd
kultura aktivovaného kalu.

50 g skladovaného biokatalyzdtoru v 0,5 % hmot. etanolu bylo diikladn& promyto destilova-
nou vodou a rozd&leno na dva stejné dfly. Prvnich 25 g vlhké hmoty biokatalyzétoru o su$iné&
30,3 % hmot. bylo suspendovéno v 500 ml destilované vody, obsahujfci dusiZnan sodny
o koncentraci 95,8 mg.l-1 No; a glukézu o koncentraci 101,5 mg.1"t. Suspenze byla v 1 000 ml
Erlemayerov& bafice kontinudln& michdna na elektromagnetickém michadle (frekvence otédek

120 za min"1) po dobu 60 minut.

vVzorek byl v prib&hu testu provzdusiiovdn stlaenym vzduchem a koncentrace kysliku
v suspenzi byla udrZfovéna p¥i teplot& 21,5 °¢ na koncentraci 7,96 mg.l_l, co% odpovidéd
91,0 % hmot. nasyceni kyslikem. Denitrifikace probihala p¥i teplot& 21,5 °c a pH 7,2.

Druhgch 25 g vlihké hmoty biokatalyzdtoru bylo pouZito pro kontrolni test za anoxic-
k¢ch podminek. Destilovand voda byla p¥evafena za ddelem odstran&ni{ rozpu¥t&ného kysliku

a po ochlazeni na 21,5 °c byl p¥iddn dusidnan sodny v koncentraci 95,8 mg.l“1 Nos a

glukéza v koncentraci 101,5 mg.l'l.

Test probfhal za stejnfch shora definovanych podminek, av3ak bez provzduinovéni,
a hrdlo Erlemayerovy baiky bylo neprodyné uzavieno £61if z plastické hmoty pro zachovéni
anoxickych podminek. Koncentrace rozpudt&ného kysliku &inila p¥i 21,5 % 1,43 mg.l_l,
co¥ odpovid4 16,3 % hmot. nasyceni suspenze kyslikem.

V prib&hu 60 minut byly odebirdny vzorky, ve kterych.byly zji§tovédny aktudlni koncen-
trace dusi®nand a dusitani, organického uhliku, vyjddfeného hodnotou CHSK, a rozpu¥t&ného
kysliku. NamS¥ené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 1, kde je uvedena i vyslednd specifické
denitrifika&ni rychlost vNo;;

2 uvedenych vysledkd vyplyvd, %e se specifick4 denitrifika&ni rychlost nem&ni ani
p¥i 91 % hmot. nasyceni kyslikem. Hodnoty CHSKMn ukazuji, %e organicky uhlik, tj. qlukgza
se spotfebovdv4 p¥ibli%n& v mnoZstvi odpovidajicim stechiometrickému poméru, ktery vyplgvéd

7z rovnice:

NO3 + 0,208 C6H1206 v 0,5 N, + 1,25 CO2 + 0,75 H20 + OH

Mirné zv¢Sen{ p¥ftomného organického uhliku (CHSKMn) 1ze p¥isuzovat mechanickému na-
ruden{ agregdtd michdnim organickych latek do roztoku.
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Tabulka 1

Aerobni podminky Anoxické podminky
Cas
min. N03 N02 CHSKMn k/02/ . NO3 N02 CI'ISKMn k/02/
mg.l-1 mg.l-1 mt_:].l_1 mg.J.-1 mg.l_l mg.l_1 mg.l'1 mg.l_l

] 95,8 0 101,5 7,96 95,8 0 101,5 1,43
10 30,2 0 65,8 7,98 29,5 0 68,1 1,41
30 16,7 ] 62,5 7,95 16,9 0 64,2 1,35
60 17,2 0 64,0 7,96 16,8 0 666,7 1,30
VNO,

3.1 .41

mg.g ~.h 5,19 5,21
P¥{klad 2

Na tdpravd vody se zpracovdvé povrchovd voda k pfipravé pitné vody v mnoZstvi 20 l.s—l.
p¥ivad&nd upravovand voda je zavdd¥na pfes systém gesli do usazovaci{ nddrie, kterd slouii

k sedimentaci nerozpuit&nych litek.

Voda pritékajici z usazovaci nddrfe na denitrifikadni jednotku v primdru obsahovala:

noj 80,0 mg.l-i

CHSKy 5,0 mg.1

pH 7,05

teplota 12,5 °¢c )

nasyceni kyslikem 70 % hmot. (7,43 mg.l-lo2 pEi 12,5 °c)

V ndtokové sekci na denitrifika&ni jednotku je umisté&n sééticky sm&Sovad, do kterého
je d4vkovdn 10 % hmot. etanol, jako zdroj organického uhlfku, v mnoZstvi 30 mg.l—l.

Denitrifika&n{ jednotka je sloZena z 5 pater. Upravend voda je p¥iv&dé&na na horni
stupefi a odtud kaskddovym tokem protékd viemi p&ti patry. KaZdé patro obsahuje 1 500 kg
biokatalyz4dtoru, jehof zplsob pffpravy a zpeviiovdn{ byl citovén v pfikladu 1, o sudiné
29,5 % hmot. Plocha patra 20 m2, vy&ka vrstvy biokatalyzdtoru 0,1 m. Denitrifika&ni pochod
probihal za aerobnich podminek, procento nasyceni kyslikem v protékajici vodé dosahovalo
v poslednim stupni kaskddy 120 % hmot. /tj. 12,74 mg.1l 102 p¥i 12,5 O¢/.

Po dobu jednoho t§dne byla sledovéna denitrifika&nf G&innost jednotky. Voda odtékajici
2z denitrifika&ni jednotky v primé&ru obsahovala:

NOj 7,0 mg.l-i
CHSKy, 8,0 mg.l
pH 7,10
teplota 12,5 S¢

nasyceni kyslikem 120 % hmot. /12,74 mg.1™ 0 p¥i 12,5 %¢/.

zdenitrifikovanid voda je ddle upravovédna klasickymi upravdrenskymi postupy, tj. Eifenim,
filtraci a dezinfekci.

Provoini zkoukou na denitrifika®n{ jednotce byla prokazovéna denitrifika&ni dlinnost
biokatalyz&toru i p#i vysokém procentu nasycenf vody kyslikem.
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PREDMET VYNALEZU

Zpisob provedeni disimila¥ni denitrifikace vod bund&nymi agregity s denitrifikaén{
aktivitou, vyzna¥ujicf se tim, ¥e vody obsahujic{ dusiZnany a/nebo dusitany v rozmez{ kon-
centraci 0,001 mg.l:'.t:r"1 a% 2 000 mg.litr-l, se uvdd{ ve styk s imobilizovangmi bun&Znymi
agregéty v aerobnim prostfedf, p¥i koncentraci kyslfku v rozmezi 0,2 mg.litr-1 aZ do
maximdlni saturace vod kyslikem.
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