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Biotechnologie lentikats

« Biokatalyzator Lentikats = biologicky material
enkapsulovany do polyvinylalkoholové matrice (PVA)
do tvaru cocCek
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Biotechnologie lentikats

 Hydrogel (~80% vody)
 Pruzna, ale pevna matrice
 Netoxicka

« Biologicky neodbouratelna
 Dlouhodobe stabilni

Uvnitr porovita hmota

o RyCh I é d ifloJ Ze s mikroorganismy v pérech

Vychozi susbstrat
prochazejici cockou

Povrchova slupka
propoustéjici substrat

. 200-400 ym
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Biotechnologie lentikats

« Biotechnologie lentikats = jakakoliv biotechnologie
vyuzivajici Biokatalyzator lentikats®

+  Vyhody
— Davkovani MO dle potreby
— Opakovane pouziti
— Ochrana mikroorganismu
— Vysoka aktivita pomalurostoucich MO
— Snizeni produkce kalu
— Intenzifikace provozu
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Resené projekty

e OQOdstranéeni dusi¢cnanu z eluatu
iontomenicovych kolon

20 g/l NaCl + 2 g/l Na,S0O,, az 10 g/l NO5
bez zivin

e QOdstranéeni dusi¢cnanu a dusitanu z OV
po odsireni spalin

salinita az 8% (35 g/l CI- + 17 g/l SO,%)

az 250 mg/l N-NO,

limitujici ziviny (P...)

vysoka CHSK (400-1400 mg/l), nizka BSK; (40-
260 mg/L)
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Experimentalni podminky

» Org. substrat ethanol, Brentaplus
—3:1az 8:1 (CHSK:N)

» Biokatalyzatory lentikats
— Paracoccus denitrificans

— Paracoccus pantotrophus
— Pseudomonas fluorescens

 Na uvod anoxicka kultivace na aktivitu
~1000 mg N/ hod / kg BL
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Eluaty iontomenicovych kolot

NO,;
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Eluaty iontomenicovych kolot

— — — —

NO,;

N N A A A A A A N AN A A N A S SO S OO OSNONOS S O NONNONNN,



UNIVERZITA J.E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Eluaty iontomenicovych kolot

— — — —

NO,;
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Zadani

MALA(E / slane vody

NO,;
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Zadani

—

—
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/ slane vody

NO,;

eluaty s dusi€énany
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Eluaty iontomenicovych kolot

RN / slane vody
l regenerace pomoci

Biotechnologie
Lentikats

NO,

eluaty s dusi€nany
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Eluaty iontoméniéovych kolon

 Cil: Optimalizovat Biotechnologii
Lentikats pro odstrafiovani dusiCnhanu z
eluatu iontomeénicovych kolon
—maximalni aktivita BL (mg N-NO,/ hod / kg
BL) - otazka vysledneho objemu reaktoru a
mnozstvi BL

« Potencialni problemy: salinita, absence
Zivin, vysoké koncentrace NO
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Vsadkove pokusy —

» Hlavni faktory ovliviujici denitrifikacni
aktivity
— teplota (22-30 °C)
— doba od posledni kultivace enkapsulovanych MO

* bakterie se nemnozi (absence zivin), ale postupné
umiraji a unikaji z PVA matrice

* nutna regenerace (kultivace)

Trogl et al. Desalination 275 (2011) 830-838
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e R wdl |

Vsadkove pokusy N

 Po adaptaci nema vliv redeni matrice
— lze dosahnout az 1000 mg N / hod / kg BL

 srovnatelneé s neinhibujicim denitrifikacnim meédiem

— adaptace po min. jednom cyklu eluaty (pokles
aktivity) — kultivace (kultivace prezivsich MO)

— pravdépodobné selekce odolnéjsich jedincu

Trogl et al. Afr. J. Biotechnol. 79 (2011) 18304-18310
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Prutoéné pokusy

* Dlouhodobe overeni predchozich
poznatku

« Ovéreni poklesu aktivit a kultivace v
prutocném usporadani
» DenitrifikaCni aktivity pres 400 mg N/

hod / kg BL, s adaptovanym BL pres
1000

Bouskova et al. Desalination 280 (2011) 191-196
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Adaptovany BL

1200 S T 5

100% eluat bez kultivace 100% eluat bez
1000 A Zivin eluat + Zivin Zivin
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Aplikacni souhrn

» BL aplikovatelny pro denitrifikaci eluatu
iontomenicovych kolon
— Po adaptaci vysoke denitrifikacni aktivity
(1000 mg N / hod / kg BL)

—Lze odbouravat az 10 g/l NO5 (prutoCné)
resp. 8 gl (vsadkove)

— U&innost odbourani N >98%

— Pokles aktivity v dusledku absence Zivin

* regenerace mozna vsadkoveé i prutocné
« separatne i pridavkem zivin do eluatu
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Cile:
e /Zmérit a zredukovat inhibici denitrifikace

N 7’

v realnych vodach z bezicich elektraren
* Dlouhodobé ovérit provoz v pruto€ném
usporadani
* Optimalizovat provoz (pH, CHSK:N,
doba zdrzeni...)
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Vsadkové porovnani biokatalyzatoru :

odpadni vode

Salinita ~4% Aktivita odbouravani [mg N-NOx-/(kg BL-hod)]
N-NO,
N'NO3
PocCatecCni aktivita Aktivita Aktivita v KM po
Biokatalyzator v KM médiu V upravene experimentu

s OV

P.
pantotrophus

467+16 (100 %)
805209 (100 %)

798 (17 %)
192+15 (24 %)

29348 (63 %)
363+92 (45 %)

P. fluorescens

322450 (100 %)
420+149 (100 %)

5546 (17 %)
202+74 (48 %)

236+82 (73 %)
229+63 (54 %)

P. fluorescens,
+ fosfor

310+104 (100 %)
365+28 (100 %)

20162 (65 %)
384+119 (105 %)

386460 (125 %)
409+60 (112 %)
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Vsadkové porovnani biokatalyzatoru
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odpadni vode

Salinita ~4% Aktivita odbouravani [mg N-NOx-/(kg BL-hod)]
N-NO,
N'NO3
PocCateCni aktivita Aktivita Aktivita v KM po
Biokatalyzator v KM médiu V upravene experimentu

s OV

P.
pantotrophus

467+16 (100 %)
805209 (100 %)

7948 (17 %)
192+15 (24 %)

293+8 (63 %)
363+92 (45 %)

P. fluorescens

322450 (100 %)
420+149 (100 %)

5546 (17 %)
202+74 (48 %)

236+82 (73 %)
229463 (54 %)

P. fluorescens,
+ fosfor

310104 (100 %)
365428 (100 %)

20162 (65 %)
384+119 (105 %)

386+60 (125 %)
409460 (112 %)
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Prutocné pokusy

JAN EVANGELISTA PURKYNE UNIVERSITY IN USTI NAD LABEM

Natok Dosazené parametry
Time I SO, N-NO - Odtok_ Denit. akt|V|_ta
[days] /1] /1] [mg/L)i N-NO, [mg N-NO, . Pozn.
[mg/l] h-t.kg?!BL]

76.12 20 3.5 203 23 407

88.08 20 3.5 97 19 187

90.06 5 3.5 76 5 171

98.82 3) 3.5 157 <5 >479 + ziviny
101.82 3.5 206 <5 >SATT
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Souhrn

Biotechnologie lentikats je pouzitelna pro

eliminaci N-NO,~ z vod po odsireni spalin

— aktivity snizené dle salinity (150-450 mg N. h-1. kg
LB), ale stale dostatecné pro prumyslovou aplikaci

— ucinnost odstranéni N-NO,~ (>98%)

— nizké odtokove koncentrace N-NO, (<5 mg/L)

Pridavky fosforu snizuji inhibici denitrifikace

Je tfeba pfidavat prubézné ziviny pro

dlouhodobe udrzeni aktivity

pH pres 7,8 eliminuje kumulaci dusitanu
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Vyznam enkapsulace

» Klicovy vyznam enkapsulace pri podobnych

aplikacich

— Udrzeni biomasy v systému i pfi nedostatku /
absenci zivin

— Pouzitelné denitrifikacni aktivity i pri extrémnich
salinitach

— Eliminace i vysokych (inhibujicich) koncentraci N-
NO, (2300 mg/l)

— Ochranny vliv matrice?
— Adaptace enkapsulovanych MO?
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Aplikacni souhrn eluaty

« Zivotnost BL nejméné 1 rok
» VVsadkové i pruto€né usporadani
srovnatelneé (aktivity, pokles)

— vsadkove Ize Iépe kontrolovat stupen
odstraneni

— prutocné Ize odbouravat vyssi koncentrace
NO,
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Experimentalni cast

» Reaktor
— kadinky 5l (pracovni objem 3-4 litry)
— valcovity 15 litru (pracovni objem 10 |)
— michani (= vznos BL)
— sondy pH, O,, teplota

— prutoCné usporadani: peristaltické pumpy,
sitovy separator
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Experimentalni cast

* Analyticka stanoveni
— dusicnany, chloridy, sirany (HPLC)

— dusitany, fosforeCnany, amonnée ionty, CHSK
(spektrofotometricky — sety Merck)

— zakal (OD) - spektrofotometricky
— RL, NL — po filtraci pres 0,45 um filtr
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Validace analytickych stanoveni ™

Stanoveni dusitanu a CHSK validovana
— interference chloridu, siranu, dusi¢nanu, dusitanu

Ostatni stanoveni orientacni kontrola
« Zaver: Vzorky je treba redit 20x-50x
* VySsSi meze stanovitelnosti

— dusiCnany 25 mg/I

— dusitany 2,5 mg/I

— CHSK 100 mg/l

— P-PO,3 1 mg/l
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Aktivita BL

* = rychlost odbouravani jednotkovym mnozstvim
BL
— odbourany N-NO, / hod / kg BL

Vsadkove: z pocatecniho N-NO, a doby pro
jeho odbourani pod mez stanovitelnosti

Kontinualné: rozdil mezi natokem a odtokem N
(mg N/hod)

Analogicky i dalsi aktivity (N-NO,, CHSK, P...)
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Denitrification activity
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Pokus 79 SRR
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Pokus 79 SRR
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Rustova krivka volného
P. denitrificans
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Generacni doba = 12,2 hod

N N A A A A A A N AN A A N A S SO S OO OSNONOS S O NONNONNN,



UNIVERZITA J.E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Rustova krivka P. denitrificans v
zivném mediu s pridavkem soli
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Denitrifikace

» Mikrobialni redukce dusichanu na dusitany
az plynny dusik — anaerobni respirace
— Paracoccus, Pseudomonas...

12NO; +5C,H.OH — 6N, +10CO, + 9 H,0+120H -

* Nékolik meziproduktu

* NO5; =2 NO, 2> NO - N,O > N,

 RuUzna bunécna lokalizace (cytoplazma,
periplazmaticky prostor)
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Denitrifikace — bunecna
lokalizace
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Inhibice denitrifikace

* Hlavni faktory
— salinita
— vysoké koncentrace dusi¢nanu
— vySSi koncentrace dusitant (HNO,)
— kyslik
— tezke kovy
* Vyznamny vliv pH
— kyselé prostiedi = vySSi toxicita dusitanu

— vliv pH na pomér mezi odbouravanim dusi¢nanu
a dusitanu (vySSi pH = priorita dusiChanu)
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Adaptace

* V predchozich pokusech pozorovana
adaptace

—fyziologicka: nestandardni kinetika u
prvnich pokusu v eluatech (Sok?)

—dlouhodoba (evolucni?): zvysovani
aktivit s opakovanymi cykly eluaty-
kultivace

* Oboji znovu pozorovano
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