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Abstrakt:

Autotrofní denitrifikace bakterií Thiobacillus (T.) denitrificans patří mezi alternativní metody odstraňování dusičnanových a dusitanových iontů z kontaminovaných vod. V procesu se využívá bakteriálně katalyzované redoxní reakce - oxidace elementární síry nebo některých jejích anorganických sloučenin generuje elektrony, které jsou za anoxických podmínek prostředí využity k redukci dusičnanových a dusitanových iontů až na molekuly plynného dusíku. V této práci byla sledována v laboratorním měřítku autotrofní denitrifikace bakterií T. denitrificans v průtočném systému, kde byla použita elementární síra jako náplň a zároveň jako zdroj elektronů pro redukci dusičnanových a dusitanových iontů. Tato kolona měla 
80 % účinnost. 
Abstract:

Autotrophic denitrification using bacteria Thiobacillus (T.) denitrificans belongs to group of alternative methods of removing nitrate and nitrite ions from contaminated water - it is used the redox reaction catalyzed by bacterial enzymes. The electrons are released by the oxidation of reduced inorganic supfur compounds and used for the reduction of nitrates and nitrites under anoxic conditions. The aim of the work was to describe autotrophic denitrification of T. denitrificans in flow-through system, where elemental sulfur was used as electron donor. This flow-through system had 80 % efficiency. 
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Úvod
Dusičnanové a dusitanové ionty patří mezi běžné a nebezpečné polutanty ve vodách. Zejména mohou způsobovat methemoglobinémii či mohou přispívat k nadměrné eutrofizaci vod (Wang a kol., 2012; Ward a kol. 2010). Aby k těmto jevům nedocházelo, je nutnost dusičnany a dusitany z  kontaminovaných vod odstraňovat. Na to existuje celá řada metod a postupů, mezi které můžeme rovněž zařadit autotrofní denitrifikaci bakterií T. denitrificans (Oh a kol., 2000). Výskyt bakterií T. denitrificans v přírodě je velice rozsáhlý, zejména ve vodách a půdách. Jedná se o netoxické, nepatogenní organismy, které dále řadíme do skupiny gramnegativních, chemolitoautotrofních a fakultativně anaerobní mikroorganismů. Jejich energetický metabolismus je založen na principu získávání energie oxidací elementární síry a některých dalších anorganických sirných sloučenin. Při těchto dějích se uvolňují elektrony, které jsou dále za anoxických podmínek prostředí využity k redukci dusičnanových a dusitanových iontů na molekuly plynného dusíku. Celý proces je enzymaticky katalyzován čtyřmi bakteriálními enzymy, které jsou lokalizované v periplazmatickém, či cytoplazmatickém prostoru T. denitrificans. Energie získaná těmito procesy je dále využita k asimilaci oxidu uhličitého, který je pro tyto bakteriální buňky zdrojem uhlíku (Kelly, Wood 2000; Beller a kol. 2006). Výhodou využití autotrofní denitrifikace bakterií T. denitrificans k odstraňování nežádoucích dusičnanových a dusitanových iontů v porovnání s ostatními metodami je nižší cena, menší tvorba bakteriálního kalu s čímž je spojená méně náročná údržba přístrojového vybavení a možnost odstraňování i velice malých koncentrací dusičnanů (pod 5 mg/l NO3-) bez zatížení životního prostředí sekundárními polutanty (Moon a kol, 2004). Bohužel, oproti těmto výhodám stojí nevýhoda v podobě nízké reakční rychlosti odbourávání dusičnanů a dusitanů pomocí autotrofní denitrifikace. Zároveň je proces ovlivňován řadou faktorů, jako je pH, teplota, poměr C/N a S/N, přítomnost biogenních prvků a podobně (Liu, Koenig 2002; Manconi, Carucci, Lens 2007; Shao, Zhang, Fang 2010). Cílem této práce bylo převedení poznatků z předchozích studií autotrofní denitrifikace T. denitrificans ve vsádkových režimech do průtočného zařízení v laboratorním měřítku (Blažková a kol., 2014; Blažková a kol., 2015). Jako zdroj elektronů pro metabolické děje T. denitrificans byla použita elementární síra. 
Metodika
Ke studiu autotrofní denitrifikace bakterií T. denitrificans byla využita skleněná kolona o objemu 4 l. Jako náplň byla použita drcená síra s velikostí frakce 2,5 - 5,0 mm. Kultura T. denitrificans (DSM No. 12475) byla pomnožena v médiu S6, jehož složení je uvedeno v Tab. 1, a kultivována s drcenou sírou za stálého třepání při teplotě 33 °C po dobu 30 dní. 
Tab. 1: Složení média pro kultivaci T. denitrificans

	Látka
	c [g/l]

	Na2S2O3
	10

	KH2PO4
	11,2

	Na2HPO4
	1,2

	MgSO4.7H2O
	0,1

	(NH4)2SO4
	0,1

	CaCl2
	0,003

	FeCl3
	0,02

	MnSO4
	0,02


Po naplnění a spuštění kolony  jí protékal roztok obsahující NaNO3 (o koncentraci 100 mg/l NO3-), NaH2PO4 (koncentrace 1 mg/l P) a NaHCO3 (50 mg/l). Schéma kolony je vyobrazeno na Obr. 1. Průtok kolonou byl 0,75 ml/min a průběžně byly na vstupu i výstupu měřeny hodnoty koncentrací dusičnanových, dusitanových, fosforečnanových iontů, hodnoty pH, oxidačně redukčního potenciálu a hodnoty koncentrací rozpuštěného kyslíku. Všechny měřené parametry byly stanoveny dle příslušných a platných norem - dusičnanové ionty s kyselinou sulfosalicylovou (ČSN EN 7890-3, 1994), dusitany molekulárně absorpční spektrofotometrickou metodou (ČSN EN 26777, 1995), fosfor rovněž spektrofotometrickou metodou s molybdenanem amonným (ŠN EN ISO 6878, 2005), pH a oxidačně redukční potenciál potenciometricky (ČSN EN ISO 10523 z roku 2010 a ČSN ISO 757367 z roku 2011) a teplota dle ČSN ISO 757342 (2013). 
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Obr. 1: Schéma průtočné kolony (1. Odvzdušňovací ventil, 2. Výstup z kolony, 3. Skleněná kolona, 4. Nátok do kolony, 5. Vypouštěcí ventil)
Diskuse a výsledky
Průtočná kolona pro odstraňování dusičnanů metodou autotrofní denitrifikace bakterií T. denitrificans byla testována po dobu 38 dní - grafické znázornění vstupních a výstupních koncentrací dusičnanových, dusitanových a fosforečnanových iontů z kolony je zobrazeno na Obr. 2. V prvních přibližně 20 ti dnech nedochází k úbytku dusičnanových iontů ze systému (mírné zvýšení koncentrace na obrázku je způsobeno nepřesností měření), neboť dochází k vymývání živného média ze sírové náplně kolony s bakteriemi T. denitrificans a bakteriální buňky si zvykají na nové prostředí (tzv. adaptační fáze). Po této fázi byl již úbytek dusičnanových iontů pozorován, nejvýše s 80 % účinností. Kromě dusičnanů byla významným faktorem tvorba dusitanových iontů, které vznikají redukcí dusičnanových iontů a které se dále redukují před oxidy dusíku na plynný dusík. Po celou dobu experimentu nedošlo k nežádoucí akumulaci těchto iontů, naměřené hodnoty dusitanových iontů se pohybovali pod 0,01 mg/l, tj. pod mezí detekce normované metody stanovení dusitanových iontů. Dále nebyla zaznamenána významná spotřeba biogenního prvku fosforu, což indikuje, že v budoucích experimentech by vstupní koncentrace fosforu mohla být ještě nižší, aby nedocházelo k sekundárnímu znečištěním upravované vody. Hodnoty pH čištěného roztoku na výstupu z kolony byly přibližně 6,5. Hodnoty oxidačně redukčního potenciálu se pohybovaly okolo 150 mV a koncentrace rozpuštěného kyslíku nepřekročily hodnoty 5 mg/l. 
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Obr. 2: Průtočná kolona pro autotrofní denitrifikaci bakterií T. denitrificans - vstupní a výstupní koncentrace dusičnanových, dusitanových a fosforečnanových iontů
Závěr
Pro studium autotrofní denitrifikace bakterií T. denitrificans byla sestavena skleněná průtočná kolona o objemu 4 l, ve které tvořila náplň a zároveň zdroj elektronů pro metabolické děje bakteriálních buněk drcená síra. V takto připravené koloně bylo dosaženo 80% účinnosti v odstraňování dusičnanových iontů, aniž by docházelo k nežádoucí akumulaci dusitanových iontů. 
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