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Kvalita vodnich zdrojii se stava zavaZnym ekologickym
problémem. Mezi nejsledovanéj$f ukazatele jakosti pitné
vody patfi oxidované formy dusiku, které svymi toxicky-
mi a kancerogennimi G€inky ohroZuj{ zdravi lidi i zviFat.
Pritomnost nitratli, popf. nitritd v prostiedi souvisi ze-
jména s jejich vyuZivanim v zemédé&lstvi, v potravinar-
ském a chemickém primyslu. Bilance dennfho p#ijmu
nitrath z vody, potravin, inhalaci i ostatnich zdroji uka-
zujf, Ze vodarenskd denitrifikace tento pFijem sniZi aZ
050 % [1].

Zpisob eliminace nitratli ve voddrenskych dpravnach
nebyl dosud uspokojivé vyreSen. Aplikace metod fyzikéal-
nich ‘a fyzikdlné-chemick§ch je obvykle spojena s ne-
gativnim ovlivnénim celkového aniontového sloZeni upra-
vené. vody a‘'s vysok¢ymi provoznimi ndklady. Navic pFi
regeneraci vznikaji odpadni vody s vysokym obsahem
nitratdi, které se vétSinou vraceji do Zivotniho prostfedi.
Ekonomické studie a zku3enosti z poloprovoznich a pro-
voznich denitrifikaénich stanic nejpfiznivéji hodnoti bio-
logickou heterotrofni denitrifikaci [2]. P¥i disimilaéni
denitrifikaci -je nitrat v pFitomnosti donoru elektronil
redukovén sledem enzymov§ch reakci aZ na plynny du-
stk (obr. 1) '[3].
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Obr. 1. Biocheinickd Eesta nitratové asimilace a disimilace

. VétSina dosud ovE&fovanych biologickych metod vyuZiva
znalosti z oblasti imobilizovanych biosystémil. Jednd se
pfedeviim o fyzikdlni a fyzikadln&-chemickou adsorpci
bunék na pevné nosite nerozpustné ve vodd [4—86]. V li-
teratufe jsou popsany postupy vodarenské denitrifikace
s taxonomicky definovanymi bakteridlnimi druhy i smés-
ngmi bun&éénymi kulturami.

Ve snaze vyfesit technologické nedostatky vyroby a vy-

uZitf bun&&nych katalyzatord byla vypracovdna do znacné
miry univerzdlni metoda pfipravy riiznych imobilizova-
nych prokaryontnich i’ eukaryontnich bungék [7].
Tatoe technologie byla zvolena i pro imobilizaci buné&k
s denitrifikaéni aktivitou, tj. smésné populace aktivova-
ného kalu nebo baktérie Paracoccus denitrificans. Byly
ovéfeny rdzné zpisoby zpevn&n{ imobilizovanych bunék
smésné populace aktivovaného kalu, vlastnosti bung&c-
nych agregdtli pfi jednordzové i kontinuéln{ denitrifikaci
modelové a podzemni vody [8,9]. Denitrifika&ni Géinnost
smésné kultury byla porovniavana s aktivitou imobilizo-
vanych buné&k fakultativhg anaerobni phdni baktérie
P. denitrificans, jeZ patff mezi modelové mikroorganis-
my pri v§zkumu vlastnosti nitratového respiraéniho fe-
tézce.

MATERIAL A METODY
Biologicky material

“‘Baktérie P. denitrificans CCM 982 (NCIB 8944) z Ces-
koslovenské sbirky mikroorganismii na Université ]J. E.
Purkyné v Brné byla Kultivovdna v 300 1 fermentoru (Bio-

engineering A.G., Wald, Svycarsko) za sterilnich podmi-
nek pfi teploté 30°C a pH 7,3.

Tekuta Zivna pida obsahovala v 1 litru: 5,36 g Na,HPO,
.12 H,0; ' 4,07 g KH,PO4; 1,60 g NH,Cl; 1,01 g KNOs;
0,25 g MgS0,.7 H,0; 0,13 g Na,;Mo00,.2 H;0; 0,01 g citro-
nanu Zelezitého a 9,0 g glukosy.

Po 48 hodinéch riistu baktérii za anaerobnich podminek
bylo zisk&no 400 g bun&&né pasty P. denitrificans se su-
Sinou 16,1 %, coZ odpovidalo nariistu 0,29 g suché hmoty
buné&k na 1 litr Zivné pidy.

Druh& kultivace byla provedena stejnym zplisobem,
aviak za mirného provzdudiovani (0,15 1 vzduchu na
1 litr Zivné pidy za minutu), pfivod vzduchu byl zasta-
ven na poslednich 5 hodin Kkultivace. Timto zplisobem
bylo dosaZeno nérfistu 0,81 g suché hmoty bunék v litru
Zivné pidy.

Imobilizace bunék

Princip pFipravy biokatalyzdtoru spocivd ve vzajemné
chemické imobilizaci bunék do formy kovalentné& vaza-
nych bunéfnych agregatl s reaktivnim polymerem roz-
pustnym ve vodé.

Gastice byly dale zpeviiovdny piidavkem koreagujict
latky (technickd vajetna bilkovina). Polymer vznikd
reakci vétveného polyethyleniminu s glutaraldehydem
[10].

Modelova voda

PraZsk4 vodovodni voda obohacend nitratem a piidav-
kem glukosy na koncentraci 100 mg.1— L.

Specificka denitrifika¢ni rychlost

Specifickd denitrifikaéni rychlost (SDR) vyjadfuje mg
zredukovaného nitratu jednim g biologického materialu
s denitrifikaéni aktivitou za hodinu.

Chemicky rozbor vody

Pro hodnoceni kvality vody a jejiho chemického slo-
#eni bylo pouzZito b&Znych metod [11].

VYSLEDKY A DISKUSE

Kinetickym testem s modelovou vodou o po¢ate&ni kon-
centraci 120 mg.1-! NO;~ byla stanovena SDR nativnich
bunék P. denitrificans (obr. 2). Pfi kultivaci za ‘aerob-
nich podminek bylo dosaZeno SDR ziskané biomasy 58,5
mg.g—1h—1, pFi kultivaci za anaerobnich podminek 125,9
mg.g-Lh-L

Zmény v nariistu bunék a aktivit® denitrifikaénich enzy-
mi pfi kultivaci za aerobnich a anaerobnich podminek
souhlasi s jinymi adaji z literatury [12, 13].

Obé& buné&cné pasty byly imobilizovany a denitrifika&nf
aktivita bun&fnych agregatlii byla zjiStovana pfi konti-
nuélni dpravé modelové vody ve sklenéné koloné& o vniti-
nim priméru 26 mm a vySce 250 mm (tabulka 1 a 2).

Vysokéd denitrifikaéni aktivita nativniho biologického
materidlu se imobilizaci podstatné sniZila. SDR poklesla
z piivodnich 125,9 mg.g—1h-2, resp. 58,5 mg.g—L.h~-1u ne-
imobilizovanych bun&k na primérnou hodnotu zjist&nou
za 30 dni denitrifikace vody imobilizovanymi bufikami
1,01 mg.g-Lh-! resp. 0,93 mg.g-1h-1. Vyslednd SDR
se vyznamné neliSila pro biokatalyzétory pripravené
z biomasy kultivované za aerobnich a anaerobnich pod-
minek. Primérny pokles SDR ¢&inil 98,8 % oproti nativni
kultufe.

Zaroveii bylo potvrzeno, Ze aZ 100 % nasyceni vody
kyslikem nesniZuje rychlost nitratové respirace imobi-
lizovanych bunék P. denitrificans na rozdil od nativnich
buné&k (obr.3). Tyto vysledky odporuji dosud uvad&nym
ddajim v literatufe [14, 15]. Pouze v pifpadé membra-
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novych fragmentl, permeabilizace cytoplazmatické mem-
brany nebo v pritomnosti rozpojovaci si buitky zacho-
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Obr. 2. Kinetika denitrifikace modelové vody baktérii
P. denitrificans, kultivovanou za aerobnich a an-
aerobnich podminek

Podminky: 1 litr buné&né suspenze o sudiné 368 g.l-1,
teplota 17,5°C, pH 7,3, anaerobni podminky kinetického
testu.
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Obr. 3. Vliv koncentrace rozpusténého kysliku na disi-
mila&ni denitrifikaci nativnich a imobilizovanych
bunék P. denitrificans.

Podminky: 20,0 g.l1-' imobilizovanych agregati nebo
1 litr suspenze o sudiné 3,50 g.1-1! bunék, modelova
voda s koncentraci 110mg.1-? NO;—, teplota 19,5°C,
pH 7,2, suspenze provzdu$fiovana stlacenym vzduchem,
koncentrace rozpuSténého kysliku 8,30 mg.1-1.

Tabulka 1, Kontinudlni denitrifikace vody imobilizovanyg-
mi buitkami P. denitrificans kultivovanijch za anaerob-
nich podminek

Modelova voda |  Upravena voda
—1| SDR
Cas (m ' 4
(dny) Pritok NO;— NO;— NO;— gh._g1 ;
(mt.h—=")!(mg.1-)|(mg.1-7)|(mg .1~ <=3
| |
5 ' 102 105,85 56,39 8,64 0,91
10 110 106,34 68.37 3,87 0,82
15 105 108,15 57,42 3.24 1,09
20 120 100,88 58,92 2,69 1,03
5 | 115 101,52 55.88 1.08 1.12
000 102,62 5173 1,02 1,09

Podminky: 15 g buné&tnych agregdti o sudiné 30,5 %; pevna vrstva
biokatalyzédtoru; vzestupny tok modelové vody; teplota 18°C;
PH 7,2; v tabulce jsou uvedeny priimérné hodnoty za 5 dni.

Tabulka 2. Kontinudlni denitrifikace vody imobilizovany-
mi buitkami P. denitrificans kultivovangch za aerobnich
podminek

Modelovad voda | Upravend voda
D | SDR
(dny) | Pritok | NOs— NO;— NO,— '"‘gh'_31" .
(ml.h=1)f(mg . 1~1)|(mg . 1=") |(mg . 1~1) . )
5 100 108,43 65,41 6,42 0,80
10 104 102,15 60,95 381 | 0,85
15 101 110,41 64,93 2,45 0,95
20 115 100,20 58,60 2,22 0,99
25 115 103,80 62,24 1,38 1,01
30 110 101,52 58,58 1,35 1,00

Podminky: 15 g buné&¢nych agregdtii o suSin& 30,5 %; kolona s pev-
nou vrstvou biokatalyzatoru; vzestupny tok modelové vody; teplo-
ta 18°C; pH 7,2; v tabulce jsou primérné hodnoty za 5 dni

vavajli schopnost redukce nitratii v piitomnosti kysliku
[16,17].

Tuto vlastnost biokatalyzédtoru lze vysvétlit porusenim
integrity cytoplazmatické membrany imobilizaci. Dochéazi
ke zmén& membranového potencidlu, ke zvySené intenzité
elektronového toku k NO, -reduktase a nasledné tvorbe
dusfkatych intermediati v koncentracich dostateénych
pro inhibici termindlnich oxidas [18].

PFi sledovani ostatnich ukazateli jakosti vody se ne-
ménila koncentrace Zeleza, manganu, amonnych ionti,
chloridi a siranii v modelové a upravené vodé, sniZovala
se koncentrace fosfati a zvySovala se koncentrace nitri-
tl,, celkova tvrdost vody a chemicka spotfeba kysliku
v upravené vod&. Negativné ovliviiuje kvalitu vody pro
pitné ucely pouze pirekrofeni maximalni pFipustné kon-
centrace nitritd a chemické spotieby kysliku. Z dFivéjSich
praci [9] vSak vyplynulo, Ze pro jejich sniZeni postaci
jednostupiiova tprava vody filtraci pfes vodarensky pi-
sek, popf. chemickéa oxidace nitritd.

PFri srovnani aktivity imobilizovanych bunék P.denitri-
ficans a smé&sné populace aktivovaného kalu [9] lze
konstatovat, Ze c¢ista bakteridlni populace je citlivéjsi
k pouZité imobilizaé¢ni metodé.

Aktivita imobilizovanych bunék aktivovaného kalu byla
sledovdna v poloprovoznim mé&fitku v jihofeské vodarné
v Miroticich. Podzemni voda s koncentraci 44,0 aZ 92,0
mg.1=! NO;~ a s pfidavkem ethanolu v mnoZstvi 25,0 aZ
30,0 mg.1-! byla erpdna do kolony s 2,0 kg biokatalyza-
toru v mnoZstvi 16,0 aZ 26,0 Lh—1 [9]. Béhem 3 maésici
byla zji§téna primérna SDR 2,17 mg.g—lh-1, coZ pied-
stavuje 93,0% pokles denitrifikadni aktivity neimobilizo-
vanych bunék.

Z vysledki vyplyva, Ze pro piipravu imobilizovanych
bunék s denitrifikaéni aktivitou je vhodné&j$i pouZiti
smésné populace aktivovaného kalu z €istirny odpadnich
vod se SDR minimdln& 20 mg.g—Lh-!. Tato biomasa je
dostupna ve velkém mnoZstvi s minimalnimi naklady a
zajistuje lep$i biochemické vlastnosti biokatalyzatoru.
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Cizinska, S. — Maté&jii, V. — Janoch, T.: Denitrifikace
vody imobilizovanymi buiikami Paracoccus denitrificans.
Kvas. priim., 34, 1988, ¢&.7, s. 202—204

Modelovd voda byla denitrifikovana plidni baktérii Pa-
racoccus denitrificans, chemicky imobilizovanou reaktiv-
nim polymerem rozpustnym ve vod&. Byla porovnéna de-
nitrifika&ni d&innost nativnich a imobilizovanych bunék,
kultivovangch za aerobnich a anaerobnich podminek.
Nitraty v modelové vod& byly primérné redukovany
rychlosti 0,97 mg NO;— na 1 g suché hmoty imobilizova-
nych bun&k za hodinu po dobu jednoho mésice.

Yuxuucka, C. — Marew, B. — Snox, T.: Jdenurprdpuxa-
UHa BOAL HMMMOOHAM30OBAHHBLIMH KJeTkaMH Paracoccus
denitrificans. Ksac. npym., 34, 1988, Ne 7, ctp. 202—204.

Hccnenyemas Boga mnoasepriack ACHHTPHOHKALHH MOY-
BeHHOH OGakrepHeln Paracoccus denitrificans, XHMHYECKH
HMMOGHIH30BAHHON PEaKTHBHBIM TIOJHMEPOM PaCTBOPHMBIM
B Bojie. Busia conocrasieHa 3((eKTHBHOCTb JeHHTpH(HKa-
UHH HATHBHBIX H HMMOOH/H3OBAHHBIX K/ETOK, KYJbTHBHPO-
BAaHHBIX TMPH a3poGHLIX M aHa3poGHBIX ycaoBusix. Hutpath
B HCCJellyeMOH BOje B CpellHeM BOCCTaHABJIHMBAJHCh CKO-
pocteio 0,97 Mr Ha 1r cyxoro BelllecTBa HMMOOHIH30BaH-
HBIX KJETOK 3a Yac B NpOJIOJIXKEHHE OJIHOro Mecsla.

Cizinska, S. — Mat#&jii, V. — Janoch, T.: Water Denitri-
fication with immobilized Cells of Paracoccus denitrifi-
cans. Kvas. priim., 34, 1988, No. 7, pp 202—204

The water was denitrified with the soil bacterium
Paracoccus denitrificans. The cells were chemically im-
mobilized with the water soluble reactive polymer. The
denitrifying efficiency of native and immobilized cells
cultivated under aerobic and anaerobic conditions were
compared. Nitrates in the water were reduced by the
mean rate of 0,97 mg NO;— per 1g dry weight of immo-
bilized cells per hour during one month.

Cizinska, S. — Matéjii, V. — Janoch, T.: Denitrifikation
des Wassers durch immobilisierte Zellen von Paracoccus
denitrificans. Kvas. prim., 34, 1988, Nr.7, S.202—204

Das Modellwasser wurde durch die Bodenbakterien
Paracoccus denitrificans, die mittels eines wasserlosli-
chen reaktiven Polymers chemisch immobilisiert wurde,
denitrifiziert. Es wurde die Denitrifikationswirkung der
nativen und immobilisierten Zellen verglichen, die unter
aeroben und anaeroben Bedingungen kultiviert wurden.
Die Nitrate im Modellwasser wurden im Durchschnitt
mit einer Geschwindigkeit von 0,97 mg NO;~ pro 1g
Trockensubstanz immobilisierter Zellen binnen 1 Stunde
in der Dauer von 1 Monat reduziert.



