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Bevezetés

Az elmult évtizedekben felismertiik, hogy az ¢él6helyiinket jelentd globalis 0koszisztémara
mekkora veszélyt jelentiink mi magunk, illetve az ipari és mezdgazdasagi tevékenységiink
kovetkeztében fellépd kornyezetszennyezés. Szamos értekezés, helyzetfelmérés szamolt be
hatalmas mértékii, olykor visszafordithatatlan kornyezet-karositdsokrol. Ezek a jelentések a
problémak felvetése mellett arra is rdmutattak, hogy megel6zo 1€pésekkel e karos hatadsokat ki
lehet kiiszobolni a jovében. Egyes teriileteken azonban a megelézés mellett sziikség van a
szennyezések kozvetlen és mielobbi felszamoléasara is. Az egyik ilyen kiemelt teriilet a
megfeleld mindségli ivovizkészlet biztositasa. Az altalanosan elterjedt gyakorlat szerint az
ivovizet felszin alatti vizekbdl nyerik, melynek elhelyezkedését az 1. abra szemlélteti

vazlatosan.
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1. abra. Felszin alatti vizek elrendezodése és felosztasa

A felszin alatti vizek szamos forrasbol szennyezddhetnek. Az altalanosan elfogadott felosztas
szerint szerves és szervetlen szennyezdket kiilonboztetiink meg (Standard Methods, 1992). A
szerves szennyezO anyagok esetében érdemes megjegyezni, hogy ezek jelentds része a
természetben nem fordul eld, megjelenésiikért egyértelmilen a vegyipar, az intenziv
mezogazdasagi termelés, illetve a nem megfeleld kornyezetvédelmi eljarasok és eldirdsok a
felelosek.

A szervetlen szennyezdk esetében a helyzet nem ennyire egyértelmiil. Legnagyobbrészt
olyan anyagokrol van szo, melyek természetes koriilmények kozott is el6fordulhatnak a
vizekben, azonban mennyiségiik jelentdsen megemelkedett az emberi tevékenység

kovetkeztében, igy koncentracidjuk gyakran eléri a toxikus szintet.



A szervetlen szennyezOk koziil az egyik legjelentdsebb a nitrat-, illetve a nitrition.

A felszin alatti vizek nitrat-szennyezettsége az elmult 50 évben a fejlett iparral és
mezogazdasaggal rendelkezd orszagokban egyre inkabb fenyegetd jelenséggé valt. A felszin
kozeli vizek - elhelyezkedésiiknél fogva és a nitration mobilitdsa miatt - az egyik legjobban
veszélyeztetett viztartalékok. Jelenleg hazankban a lakossdg vizellatdsanak biztositasa
dontden felszin alatti vizekbol torténik. Igy az ivévizek nitrattartalmanak csokkentése olyan
¢l6 probléma, mely azonnali megoldast igényel, amint erre mar az Orszagos Viziligyi Hivatal
Vizgazdalkodasi Intézete is részletesen kitért 1980-as kiadvanyaban. Erdemes megvizsgalni,
hogy a nitrationok hogyan illeszkednek az egyik legfontosabb biogén elem, a nitrogén

természetes korforgasaba.

Mint a 2. abra is mutatja, a Bakterialis és novenyi | ——» PROTEINEK
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folyamatban az okoszisztéma minden P T~
& r ror . r PROTEOZ Légkori nitrogén
alkotoja részt vesz, 1évén a nitrogén a
PEPTON
. 7 . 77 7 N2
biomolekuldk egyik f6 alkotdja, a PEFTID
, . . AMINOSAV_| S cikl 4
szerves ¢let egyik alapkdve. Maga a > el
zotobacter és
v Azotob. ¢
. rgt r . .. r . T3 A RhiZObium
nitration természetes koriilmények kozott ‘ AMNGNIA o
e INe c g , , NITRIT . . .
foként bakterialis folyamatok, tovabba NO, Nitrozobakiériumok
© NITRIT 8
1égkori kisiilések soran keletkezik (N2O, & £
= =
r J J H % Nitrobaktéri k
NO  szarmazékaként). Az emberi 3 v 4 Nitrobakienumo
N2 | NITRAT
beavatkozdsok ezt a folyamatot két NOs
iranybol modositottak.

Az  intenziv  mezOgazdasagi ) ) o ) .

2. &bra. A nitrogén korforgasa a természetben
mivelés  sordn a  nitrattartalma
mitragyak nagy mennyiségli alkalmazéasa és az allattartds sordn keletkezd végtermékek
(higtragya) bizonyitottan megemelték a kornyezet, és azon beliil is foként talajvizek
nitrat-terhelését.

Az ivoviz forrasaul szolgald felszin alatti vizekben 1évé nitration (az altaldnosan
mérhetd eléfordulasi koncentracidjaban — 100-1000 mg I) kozvetleniil nem toxikus.
Azonban a tulzottan magas nitrattartalmi ivoviz, illetve élelmiszer fogyasztasa sulyos
egészségligyi problémat jelent. Mar az 1940-es években felismerték, hogy a csecsemok egy
bizonyos anémias megbetegedése €s ivoviziik nitrattartalma kozott szoros Osszefliggés all
fenn. A betegség kialakuldsa arra vezethetd vissza, hogy a bél baktériumflorajanak tagjai,

koztiik az Escherichia coli, a nitratot nitritté alakitjak at. Ez a molekula bekeriil a vérbe, majd

ott irreverzibilisen kotddik a hemoglobin oxigénkotd csoportjahoz, azt methemoglobinna



alakitva. Innen ered a 1étrejovo tiinet egyiittes tudomanyos elnevezése, a methemoglobinaemia
(Zapol és tsai., 1994, Warren és Higenbottam, 1996, Demirakca ¢és tsai., 1996). A betegek
hemoglobinja nem képes az oxigén megkotésére, igy a szervezetben oxigénhiany lép fel.
Mindez kékes borelszinezddéshez ("kék csecsemdk"), 1égzési elégtelenséghez, majd végiil
fulladasos halalhoz vezet.

A magas nitrattartalmt vizre els6sorban a csecsemadk érzékenyek, de kisgyermekeknél
is gyakori a megbetegedés, sot leirtak feln6éttkori eseteket is.

A nitrattal és mas szennyezdkkel terhelt talajvizek okozta megbetegedések nem egyedi
el6fordulast, helyi problémak. Magyarorszagon a csecsemdk csak vezetékes vizet
fogyaszthatnak, de Eurdpa jelentds részén is hasonl6 a helyzet.

Az emberi fogyasztasra szant viz felszin alatti vizekbdl szarmazik, kiilonb6z6 tisztitasi
1épéseken keresztiil, melyek kozott megtaldljuk a nitratmentesitést is. A gyakorlati

megvalositasok soran harom csoportba oszthatéak a nitratmentesitd eljarasok:

o fiziko-kémiai eljarasok
e Dbiologiai eljarasok

o fiziko-kémiai és biologiai eljarasok kombinacioja

Fiziko-kémiai eljardsok

E moddszerek a vizben oldott nitrat fiziko-kémiai tulajdonsagait kihasznéalva csokkentik annak
mennyiségét. Két alapvetd tisztitdsi eljards ismeretes. Az egyikben az ionszelektiv
technologidkat tokéletesitve, szelektiv gyanta feliiletére adszorbealddik a nitration, adott

csereion levalasa mellett (Lauch és Guter,

. L Regeneralo
1986). A masik moédszer alkalmazasa ﬂ Nitrat ﬂ oldat (NaCl)

tartalmu viz

soran szelektiv membranfiltracio

(ultrafiltracio) révén csokken a nitration

., . , loncserélé Nitrattal telitett
mennyisége az ivovizben. E mddszer toltet ioncserélé toltet

eldnye az ioncserés eljarasokkal szemben

(3. abra), hogy a megtisztitott vizet nem | | | |
terheli csereionnal, illetve nem igényel

Nitratmentesitett Magas so6-, és nitrat
S e 1, . , , viz tartalmu oldat
regeneralasi lépéseket. Mindkét modszer
ors €S azdasagos, hatékonysaguk
gy & £08, ysagu Viztisztitasi 1épés Regeneralasi 1épés

magas, viszont hatranyuk, hogy az
3. abra. Ioncserés viztisztité berendezés vazlatos rajza
ionszelektiv gyanta esetében regeneralni



kell a gyantat, azaz eltavolitani a megkotott nitratot, amire altalaban NaCl vagy NaHCOs
oldatot alkalmaznak, majd az igy létrejovO nagy soO- €s nitrattartalmi regenerdld oldatot
tovabb kell kezelni. A membrantechnologidk alkalmazasa esetén is keletkezik melléktermék,
szintén magas nitrattartalmua oldat formajaban.

A fiziko-kémiai moédszerek egy ujabban leirt, egyelére kisérleti szakaszban 1évé
csoportja, a nitrationok katalizis Gtjan torténd eliminalasa (Pintar és tsai., 2001). Ezekben a

modszerekben altalaban Pd—Cu/y-AloOz katalizatorral redukaljak a nitratot nitrogénné.

Biologiai eljarasok

A biologiai eljaras soran egyes baktériumok azon tulajdonsagat hasznaljak fel, hogy képesek
anaerob korilmények kozott a nitratot nitrogénig redukélni. Ez a bioldgiai folyamat az
alkalmazott mikroorganizmusok szén- €s energiaforrasa szerint alapvetéen két csoportra
oszthatd: heterotrof (szerves szénforrast igényld) és kemolitotrof (szerves szénforrdst nem,
viszont egyéb energiaforrast (pl. H:) igényld) folyamatokra. Mindkét modszer szamos
elénnyel ¢és hatrannyal rendelkezik. A heterotrof denitrifikdcid nagy kapacitasii folyamat,
azonban a magas baktérium-mennyiség és a szerves szénforras jelenléte gatat szab az
alkalmazasnak, kiilondsen az ivoviztisztitas teriiletén. A kemolitotrof denitrifikacid esetében a
szerves szénforras hianyaban nem jellemzoek egyéb, esetlegesen humanpatogén fertézések,
azonban a folyamat hatékonysidga alacsony, &ltaldban a heterotrof eljaras aktivitasanak
mintegy tizede érheto el.

Az ivovizek denitrifikdldsa esetében mindkét bioldgiai denitrifikaciéo tipus
alkalmazasakor utokezelésre van sziikség. E folyamat sordn a baktériumokkal kezelt vizet
fert6tleniteni kell. A kemolitotrof denitrifikacié egyik eldnye az alacsony csiraszam, illetve az,
hogy az alkalmazott baktériumok kozott kis mennyiségben talalni patogén torzseket. Igy

Osszehasonlitva a heterotrof denitrifikacidval e folyamat kevesebb utokezelést igényel.



Fiziko-kémiai eljarasok és bioldgiai eljardsok kombindcidja

Ezen modszerek legnagyobb elénye, hogy maga az ivéviz nem érintkezik sem a denitrifikalo

baktériumokkal, sem a denitrifikdcié sordn esetleg alkalmazott szerves anyagokkal. A

technologidk alapja, hogy a fiziko-kémiai eljarasokkal kivont nitratot mikrobidlis uton bontjak

el.

Az ioncserés elrendezés alkalmazasa soran keletkez6 magas nitrat- és sotartalmi vizes

oldatokat biologiailag tisztitjak meg (van der Hoek és Klapwijk, 1988, Yang és tsai., 1995),

beiktatva egy harmadik, a regeneralas utani 1épcsot.

A  membrantechnologianal léteznek
mar folyamatos tizemi reaktorok is (4. abra),
ahol a tisztitand6 vizet a nitrat szdmara nem
atjarhatdé membranon keresztiil aramoltatva
csOkkentik annak nitrat szintjét (Yeom ¢és
tsai., 1999, Barreiros ¢és tsai.,, 1988), a
keletkezd magas nitrattartalmi szennyvizet

ezek utdn bakteridlisan tisztitjdk. Ez az

eljaras lehetvé teszi a bakterialis szakasz és

crer

membran alkalmazasa, illetve a szlirés

Magas nitrattartalmi

szennyviz
Kezelend6 o s ¢
> Nitratmentes
viz viz
Filtracios
egység

Bioreaktor T

4. 4bra. Membrantechnolégia és  biologiai
denitrifikici6o kombinaciéja

csOkkentheti a folyamat sebességét (Minh és Wiley, 1998).

Osszehasonlitva az ivovizek nitratmentesitésére kidolgozott harom {6 csoportot,

megallapithatjuk, hogy ugyan a legnagyobb kapacitdssal a fiziko-kémiai technologiak

rendelkeznek, viszont magit a szennyezOanyagot csak a bioldgiai mddszerek képesek

hatékonyan megsziintetni. Igy a biolégiai denitrifikacié alkalmazasa és a vele kapcsolatos

fejlesztések akar onalldan, akar mas modszerekkel kombinalva nagy gyakorlati jelentéséggel

birnak.



Irodalmi attekintés

L. Denitrifikacio — biologia hattér — enzimrendszer

Természetes koriilmények kozott a denitrifikdcio (nitrat nitrogénné torténd redukalasa)
kizarolag prokariotdk altal végzett folyamat, amely tobbnyire csak molekuldris oxigén
hidnyaban megy végbe. A 2. abran, ahol a nitrogén természetes korforgasat mutattuk be, piros
vonallal jeloltiik a bakterialis denitrifikéci6 folyamatat, melyeket a tovabbiakban részletesen is
attekintiink.

Az eddig legjobban feltérképezett denitrifikalé enzimrendszerrel a Paracoccus
denitrificans rendelkezik (Stouthamer, 1990), mivel a bioldgiai denitrifikacioval foglalkozo
munkakban ez a baktérium mar régota all az érdeklodés kozéppontjaban, mivel ez az egyetlen
mikroorganizmus, amelynél a nitrattdl a molekularis nitrogénig torténd atalakulast katalizald
enzimrendszer legtdbb elemét sikertilt leirni. Mai ismereteink szerint kozel negyven gén vesz
részt a nitratbontas szerkezeti ¢és szabalyozd fehérjéinek kodoldsdban, de ezek
egyiittmikodésérél még nincsenek pontos adatok.

Mas mikroorganizmusoknal is vizsgaltdk mar a denitrifikacio enzimeit. Az E.coli
képes a nitratot redukalni, de a folyamat csak nitritig megy végbe, mert nitrit-reduktdzzal mar
nem rendelkezik (Metheringham és tsai., 1996). A Pseudomonas denitrificans nevii baktérium
rendelkezik a denitrifikacid teljes enzimkészletével, ami egy multienzimkomplexet alkot
(Hole és tsai., 1996, Gregory és tsai., 2000), mig a Paracoccus denitrificans-nal ezek jol
elkiiloniilnek egymastol. Ezért ez utobbi faj alkalmas a denitrifikdcid molekuléris szintl
mechanizmusainak bemutatasara.

Mivel a dolgozatban kemolitotrof, hidrogén-fiiggd denitrifikacion alapul6d eljarasokat
fejlesztettiink ki, és e torzs képes ilyen koriilmények kozott hidrogén oxidalasaval is nitratot
redukalni, ezért a Paracoccus denitrificans denitrifikacios enzimrendszerére vonatkozo
utaldsokra igyeksziink részletesen is kitérni.

A denitrifikacidban résztvevd enzimek ismertetésén til érdemes megvizsgalni az
enzimek génszintli szabalyozasat és az egyik legfontosabb, extracellularis faktor, az oxigén
hatasat. A sejtszintli folyamatok attekintése utdn réviden Osszefoglaljuk a gyakorlatban is
alkalmazott elektrondonorokat, melyek biztositjdk a nitrat redukcidjdhoz sziikséges

elektronokat.



L 1. A denitrifikacio lépései és az abban résztvevo enzimek

L.1.1 A denitrifikacio elso lépése

Az elsé 1épés a nitrat nitritté torténd redukcidja, amely folyamat viszonylag elterjedt az
¢lovilagban. Novényi sejtek €s a baktériumok jelentds csoportja képes a nitrat-nitrit atalakulas
katalizalasara. A legszélesebb korli vizsgalatokat E. coli esetében végezték. A folyamatért
felelOs nitratreduktaz a legtobb esetben integrans fehérje, amelynek belsejében egy oxidacids

szdm valtozasra képes, kovalensen

kotott Mo2* ion taldlhatd. Ezen a Periplazma Citoplazma
1 |
kofaktoron kiviil az enzim tartalmaz NO; Nitr&tnitrit antiporter NO;"
NO2" NO;’
még vas—kén csoportokat is (Johnson, [ I | NOy + H,0
1985). Az enzim 127 kDa méretl T > ] :NO3'+2H+
e

a-alegysége, amely tartalmazza a 2H" < Q/QH
vas-kén csoportok és a molibdén 2 [H Ho

. NADH + H*
kofaktor alkotta aktiv centrumot [ l( I NAD" ’

i szukcinat
(Chaudry ¢s MacGregor, 1983), a 2[H] kl Kfumarat

citoplazma felé néz. Ez azt jelenti, o H* Q/OH
2e

hogy csak azokat a nitrationokat tudja

2H* [ ]
az enzim redukalni, melyek bejutnak —
a sejtbe.

A transzportért egy specialis 2H"+NOy
_ H0+NO
antiport fehérje felel, amely a sejt 2H" +NO d ]
., ., . . H,O + N.O
belsejebe nitratot, a periplazmatikus 4+, .o 2e
H>O + N>

térbe pedig nitritet szallit (5. &bra).

Ennek a transzportmolekulanak a
meglétét klorat-redukcios kisér-letekkel —sikeriilt bizonyitani. Ugyanis a tisztitott
nitrat-reduktdz  szinte a  nitrattal 5. abra. A denitrifikacié enzimrendszere
megegyezd  koncentracioban  volt

képes kloratot is redukalni, mig erre

az intakt sejt képtelen. Ez bizonyitotta azt a korabbi feltételezést, hogy lennie kell egy
transzportmechanizmusnak, amely specifikus a nitrationra (Forget, 1974).

A B-alegység 61 kDa tomegli, szintén vas-kén csoportokat magaban foglald fehérje.

Feladata a membranko6tddés €s az elektron-transzport biztositasa a y- €s az a-alegységek kozt.
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A 21 kDa-0s y-alegység gyakorlatilag egy b tipust citokrom, amely a nitrat redukcioja soran
az elektronokat az elektron-traszportlanc ubiquinol nevii tagjatol kapja, és tovabbitja a

B-alegység felé.

1.1.2. A denitrifikdcido masodik 1épése

Ez a folyamat a nitrit nitrogén-monoxidda torténd redukcidja a nitrit-reduktaz altal.
Széleskort vizsgalatok soran eddig két tipusat sikeriilt izolalni. Az els6, mely altalanosan
elterjedt a mikroorganizmusok korében, egy Fe?*-tartalmii membran felszini fehérje
(Hochstein ¢és tsai., 1988), amit gyakran citokrom cd-ként is neveznek, mivel jelentds
citokrom-oxidaz aktivitassal is bir. A Paracoccus denitrificans esetében is ilyen
nitrit-reduktaz talalhato.

Az enzim periplazmatikus elhelyezkedésti, 120 kDa tomegli; funkcidja a
citoplazmabol kikeriild nitrit nitrogén-monoxidda alakitdsa. Kozpontjaban egy kovalensen
kotott porfirinvazas hem c, illetve egy hasonld szerkezetii, de nem kovalensen k6t6d6 hem d
csoport talalhato.

A masik esetben, melyet az Achromobacteraceae csalad egyes tagjainal mutattak ki, az
oxidacids szam valtozasra képes prosztetikus csoport a Cu2* (Fenderson, 1991).

A reakcio lefolyasat és a NO, mint intermedier szerepét, sokaig vitattak. Ennek oka,
hogy nem volt megfeleld mérési modszer a NO kimutatdsara (Hochstein és tsai., 1988), mivel
az konnyen oxidalodik NO2-da. Végiil azt a biokémiai sajatsagat hasznaltdk fel meglétének és
szerepének bizonyitasara, hogy a hemoglobin nagy affinitassal, irreverzibilisen képes kotni,
mivel méretében és elektronszerkezetében is nagyon hasonlit a molekularis oxigénhez. Az igy
kialakult Un. nitrozil-hemoglobin nevii komplex pedig mar kolorimetrids méréssel is jol

detektalhat6 (Goretski €s Hollocher, 1988).

1.1.3 A denitrifikacio harmadik 1épése

A harmadik 1épés a nitrogén-monoxid redukcidja dinitrogén-oxidda. A folyamatért felelés
enzimet (nitrogén-monoxid reduktaz) el6szor Pseudomonas stutzeri-bdl izolaltak (Heiss,
1989). Megallapitottak, hogy a P. stutzeri esetéhez hasonloan, a Paracoccus denitrificans-nal
1s membrankdtott az enzim, amelynek aktiv centruma a periplazmatikus tér felé néz (Carr és
Ferguson, 1990). Az enzim két fehérje alegységet tartalmaz, tovabba egy hem b és egy hem ¢

csoportot. Ez az egyetlen eddig ismert enzim, amely N-N kotést képes 1étrehozni.
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I.1.4 A denitrifikacio negyedik, befejezo lépése

A befejezd 1épés soran molekuléris nitrogén keletkezik, mely folyamatot katalizalé fehérje a

140 kDa-os, két alegységes, periplazmatikus elhelyezkedésii dinitrogén-oxid reduktaz (Zumft,

1987). Az enzim prosztetikus csoportja, hasonldan egyes nitrit-reduktdzokhoz egy Cu?* iont
tartalmaz (Coyle és tsai., 1989)

1.2. A denitrifikdcio szabalyozasa — az oxigén hatdsa

Az egyik legfontosabb kiilsd szabalyzé faktor az oxigén. JOl ismert tény, hogy az oxigén
jelenlétében a denitrifikdcié nem, vagy csak részlegesen jatszodik le (Stouthamer, 1976). Az
oxigén egyes enzimatikus 1épéseket gatol, ami altalaban génexpresszid szintjén valdsul meg.
Az E. coli esetében a nitratreduktazt kodold gén indukcidja (Stewart és Berg, 1988), mig a
Paracoccus denitrificans esetében a dinitrogén-oxidaz génexpresszidja gatolt (Sapshead és
Wimpenny, 1972). Thiosphaera pantotropha esetében az oxigén gatolta a citokrom cd
nitrit-reduktaz termelédését, mig a folyamat tobbi enzime kimutathatd volt a sejtekben,
azonban ezek mennyisége is erdsen fiiggott a kdzeg oxigén koncentracidjatol (Moir és tsai.,
1995). Az oxigénnek a nitratredukciora gyakorolt kizarélagos gatlé hatdsat arnyalja az a
megfigyelés, hogy Citrobacter sp. esetében oxigén jelenlétében magasabb denitrifikacios
aktivitdsok tapasztalhatok, megfeleld mennyiségli szerves szénforras esetében, anaerob
kortilmények kozott (Huang és Tseng, 2001).

Paracoccus denitrificans esetében az oxigén hatasat olyan kisérleti elrendezésben
vizsgaltak, ahol aerob és anaerob szakaszok kovették egymast. Megallapitottak, hogy az
oxigén jelenlétének megsziintetése utan eldszor a nitrat- és nitrogén-monoxid reduktaz szintje
emelkedik meg, majd ezt koveti a nitrit-reduktdz megjelenése. A kisérletet elvégezték forditva
1s, azaz az oxigénmentes kornyezetben nevelt mikroorganizmusokat aerob koriilmények kozé
helyezték. A nitratredukcié gyakorlatilag teljesen megsziint, egyediil a nitrit reduktdz mutatott
némi aktivitdst (Baumann és tsai., 1996). Az elmult tiz évben sikeriilt kimutatni egy ujfajta
nitratreduktazt is, amelyet els6ként a Thiosphaera pantotropha baktériumban irtak le. Ez egy
periplazmatikus enzim, melynek jellegzetessége, hogy aerob korilmények kozt
szintetizalodik, kikeriilve igy az oxigénnek a denitrifikacidra vonatkoz6 indirekt gatld hatasat
(Berks, 1994). E torzs besorolasa azonban kérdéses, mivel korabban ezen baktériummal
folytatott vizsgélatok kimutattak, hogy nem egy kiilonallo fajrol, hanem a Paracoccus
denitrificans egy valtozatarol van sz, mely megfeleld koriilmények kozt képes visszaalakulni

az eredeti formava (Ludwig és tsai., 1993).
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1.3. A denitrifikacio genszintii szabalyozasa

Mivel a denitrifikacidban résztvevd kozel negyven enzim igen bonyolult, tobb 1€pcsds
kozponti folyamatot katalizal, varhatéan a kiillonb6zd 1épések jol szabalyozottak. Az egyik
legrészletesebben feltérképezett modell az E. coli nitratreduktazara vonatkozik (6. abra)
(Stewart ¢és Berg, 1988).

A nitratreduktdz alegységeit kodold

géneket (narGHIJ) a kiilsé ¢és Dbelso NO3’
kornyezetbdl érkezd jelek befolyasoljak. Ezek NarX ﬁ
kozil kiemelt jelentdsége van a nitrat

jelenlétének, amit a NarL ¢és NarX \L .

NarL| ——= NarL—@

transzkripcids faktorokbol allo, két szakaszos

szabalyozo folyamat kozvetiti. A narX gén

Fnr-Fe**

terméke, a NarX egy nitratszenzor fehérje,

amely konformacids valtozdson megy 4t a nitrat narGHIJ

megkotésének hatdsdra. Ezutan képes a NarX
R L. e 6. abra. A nitratreduktaz génjének

aktivalni a NarL fehérje foszforilaciojat. A szabalyozasa E. coli-ban

foszforilalt NarL faktor igy képes kapcsolodni a

narGHIJ operon promoteréhez, indukélva a transzkripciot.

A masik kornyezeti paraméter, mely szabdlyozza a génexpresszidt, a sejt redox
allapota, melyet az Fnr-Fe?* transzkripcios faktor kozvetit. Az Fnr-Fe?* transzkripcios faktor
az anaerob metabolizmus indukaldsdhoz ¢és fenntartdséhoz nagy mennyiségben sziikséges
fehérje, mely aktivitasaért cisztein kotott vas(Il) ionok feleldsek (Trageser és Unden, 1989).
Megfeleld koriilmeények kozott pozitiv aktivatorként kotddik a narGHIJ operonhoz (Spiro és
tsai., 1989).

Mas nitratredukciora képes mikroorganizmusok esetében még nem sikeriilt a fent leirt

szabalyoz6 mechanizmus dsszes elemét azonositani.
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1.4. A denitrifikacio energiaigénye — elektrondonorok

1.4.1. Heterotrof denitrifikacio
A bakteridlis denitrifikdci6 enzimrendszerének rovid attekintése utdn attériink néhany, a
gyakorlatban alkalmazott bakterialis denitrifikaciot érinté kérdésre.
A mesterséges korlilmények kozott, tervezetten végzett mikrobiologiai denitrifikdcid
Kivitelezésekor a baktériumoknak biztositani kell a denitrifikaciéo véghezviteléhez sziikséges
elektrondonor mennyiséget. Ez a folyamat az alabbi altalanos képlettel jellemezheto:
Ared + NO3—Aox + N2

ahol Ared lehet szerves vagy szervetlen elektrondonor.

Heterotr6f  denitrifikacié esetében, valamilyen szerves szénforrast (CxHyOy)
alkalmazva a folyamatot részletesen a kovetkezd sztochiometriai egyenletekkel lehet felirni
(Drtil ¢és tsai., 1995):

Els6 szakasz: a nitrat nitritté torténd redukcioja (NOs” — NO2)
CxHyO; + (2x+%y-z)NO3™ = X CO2+Y2yH20 + (2x+Y2y-2)NO2”
Masodik szakasz: a nitrit nitrogénné torténd redukcidja (NO2” — N»)
3CxHyO; + (4x+y-2Z)NO2™ = 3XCO2 + (y-2x+z)H20 + (4x+y-2Z)OH + (2x+}2y-z)N2

A két szakaszt 0sszegezve a kovetkez6t kapjuk:

5CxHyO; + (4x+y-2z)NO3™ = 5XxCO2 + (2y-2x+2)H20 + (4x+y-2z)OH" + (2x+'4y-z)N2

Az egyenletek felhasznaldsaval meg lehet adni a gyakorlati alkalmazéas soran sziikséges
szerves szénforrds mennyiségét, az Un. szén:nitrogén tomegaranyt (C/N), mely a

kovetkezOképpen alakul (1. tdbla) (Drtil és tsai., 1995):

1. tabla. Szén:nitrogén aranyok heterotrof denitrifikacié esetén

Szénforras Elméleti sziikséglet Javasolt mennyiség Forras
szén:nitrogén arany (C/N) aranyok

Gliikoz 1.07 1.10 Lee 2001

Ecetsav 1.07 1.20 Cervantes 2001

Etanol 0.71 1.08 Gomez 2000

Metanol 0.71 1.10 Gomez 2000

Ezek az adatok altalaban olyan kisérleti rendszerekbdl kapott eredmények, melyeket a

minimalisan sziikséges szerves szénforras mennyiségének meghatarozasara végeztek el.
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Azonban megallapitottak, hogy magasabb C/N aranyokat alkalmazva, a denitrifikacios
rata emelkedik. Ez az effektus kiilondsen a kevert mikroorganizmus populdciokat tartalmazé
rendszerek esetében volt jellemzoé (Lee, 2001).

Ennek oka kettds: egyrészt az alkalmazott szerves szénforrds nemcsak a denitrifikaciod
folyamataban, hanem egyéb metabolikus folyamatokban (asszimilativ folyamatok) is
felhasznalodik. Igy példaul a mikroorganizmus populécié novekedéséhez is hozzajarul, és a
stabilabb populacié magasabb denitrifikacios aktivitdst eredményez. Masrészt egy kevert
mikroorganizmus populacioban versengés folyik a tapanyagért. Ebben a kompeticidban
nemcsak a denitrifikdld baktériumok vesznek részt, igy a szerves szénforras egy része nem a

célzott folyamatra forditodik (Carucci €s tsai., 1999).

1.4.2. Kemolitotrof denitrifikdcio, a hidrogén szerepe
Mivel a dolgozatban kemolitotrof, hidrogén-fiiggd denitrifikdlokkal foglalkozunk, ezért
érdemes kitérni a kemolitotrof, anaerob metabolizmus kulcsenzimére, a hidrogenédzra, mely a
hidrogén oxidacidjéért felelés (Germonpore €s tsai., 1992, Mateju ¢és tsai., 1992, Takécs és
tsai., 2001). Maga a hidrogén a nitrat redukciojahoz sziikséges elektronokat biztositja. A
hidrogén oxidéciodja és a nitratredukcid kapcsolata az 5. dbrdn van feltiintetve. Az ott jelzett
hidrogendz enzim egy vas-kén fehérje, mely nikkel ionokat is tartalmaz. Az Alcaligenes
eutrophus kemolitotrof mikroorganizmus esetében kimutattak, hogy az enzim membranhoz
kotott (Kortlilke és tsai., 1992), és egy megaplazmidon kodolt (Eberz és tsai., 1986).
Paracoccus denitrificans esetében szintén leirtdk az enzim membrankotottségét, illetve
kimutattdk a két mikroorganizmus hidrogenaza kozti fehérje szintli egyezéseket (Knuttel és
tsai., 1989).

Mas szerzOk kiilonb6z6é Paracoccus denitrificans izolatumok esetében egyértelmiien
bizonyitottdk a membrankotottséget, illetve azt, hogy heterotrof koriilmények kozott az enzim
nem mutat aktivitast. Tovabba kimutattak, hogy az enzim indukcidjdhoz a hidrogén jelenléte

elengedhetetlen (Nokhal és Schlegel, 1980).
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A kemolitotrof denitrifikacidé soran a sziikséges hidrogénmennyiséget az alabbi folyamatok

szerint irhatjuk fel (Lee, 2001):

Nitratredukcid
Nitritredukcid
Nitrogén-monoxid redukcid

Dinitrogén-oxid redukcid

NOs3 + H2 — NO2 + H20
NO2 + % Hz + H*— NO + H.0
2NO + Hz — N20 + H20
N20 + H2 — N2 + H20

A részreakciok Osszesitése utan a kovetkezo egyenletet kapjuk:

2NOz +5H2 +2H" — N2 + 6 H20

Ez az Gsszegzett egyenlet altalanosan alkalmazott a hidrogén alapt denitrifikacios rendszerek

elektrondonor igényének kiszamitasakor.

A heterotrof rendszereknél tapasztaltakhoz hasonloan a kemolitotréf rendszerek

esetében is feleslegben alkalmazzdk az elektrondonort, a hidrogént, aminek oka szintén

Osszetett. A hidrogén-oxidalé mikroorganizmusok a tobbi redukcidval jaro, egyéb biokémiai

folyamataik jelentds részéhez, koztiik a szintézis folyamataikhoz is hidrogént hasznalnak.
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1. Az alkalmazott izolatumok bemutatasa

A torzsizolalas soran kapott, denitrifikaciora képes torzsek koziil harom izoldtumot
vizsgaltunk a tovabbiakban. A kivalasztds szempontja a magas denitrifikacios aktivitas és a
hidrogén oxidacigjara vald képesség volt. A torzsek azonositdsa utan attekintettik a
vonatkoz6 szakirodalmi utalasokat, kiilonos tekintettel a dolgozat tovabbi, kisérletes részeihez
kapcsolodod szempontokra: biofilmképzés, ivoviz nitratmentesités, kemolitotrof, hidrogén

alapt denitrifikacid, egyéb nitratmentesitéssel kapcsolatos adatok.

Pseudomonas stutzeri (M2 izolatum)

e Biofilmképzés.
A torzs képes aktiv biofilmet kialakitani kiilonboz6 feliileteken, ami ivoviz vezetékeken,
vizmiivek esetében problémdékat is okozhat (Brozel és tsai., 1995). A torzs kifejezett
extracellularis poliszaharid-termel6 képességét, a termelt poliszaharidok Osszetételét
leirtak (Osman ¢és tsai., 1994).

e [voviz nitratmentesités, kemolitotrof, hidrogén alapt denitrifikacio.
Ivoviztisztitas esetében nem talaltunk utalast a Pseudomonas stutzeri alkalmazasara, csak
erOsen szennyezett szennyvizek esetében irtdk le, mint felhasznalhato torzset (Wang és
Lee, 2001). igy e torzs ilyen jellegii felhasznaldsa mindenképpen ujszerii, kiilondsen
hidrogén-fliggd denitrifikalo rendszerekben.
A hidrogén-oxidalo képesség egyik feltétele, a hidrogendz enzim jelenléte bizonyitott a
torzs esetében (Zumft €és Matsubara, 1982). Anyagcseréjére jellemzd az is, hogy ezt az
izolatumot obligat heterotrofként jellemzik (Sorokin és tsai., 1999), ami kérdésessé teszi
felhasznalhatosagat kemolitotrof rendszerekben.

e Egyéb, nitratredukcioval kapcsolatos alkalmazasok, adatok.
A torzs régota ismert, mint anaerob denitrifikdldé mikroorganizmus, a nitratredukcidban
szerepet jatszo enzimeket meghataroztak és génszinten is jellemezték (Glockner és Zumft,
1996, Urbani és tsai., 2001).

Gyakorlati jelentdsége van a torzsnek a bioszenzor technologidk teriiletén is.
Kifejlesztettek egy olyan amperometrids modszert (Kirstein és tsai., 1999), mely a torzs
nitratreduktdz enzimén alapszik. A modszer Iényege, hogy a mesterséges membranra kotott,
tisztitott fehérje nitratredukcido kézben redox valtozadson megy keresztiil, amely valtozast

redox atvivé-anyagok segitségével lehet mérhetd jellé alakitani.
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A torzs denitrifikacios képességén alapuldo modszerben (McNally és tsai., 1999) azt a
tulajdonsdgat hasznaljak ki, hogy anaerob korilmények kozott képes poliaromas
szénhidrogének gyliriibontasara €s a tovabbi oxidacios 1épések elvégzésére, tigy hogy nitratot
hasznal elektron akceptorként. A torzs gyakorlati alkalmazhatosdgdnak masik teriilete a
kornyezetvédelem. Erre szédmos példat talalhatunk; e torzs képes klorozott bifenilek
anaerob koriilmények kozott a tioszulfatot képes oxidalni tetrationattd, mely reakcio a
geokémiai folyamatok kozott kiemelten szerepel (Sorokin és tsai., 1999).

Azonban a torzs egyes valtozatainak esetében jelzések vannak arra, hogy képes human
fertézések okozasara (Priestley és tsai., 1996), ami arra figyelmeztet, hogy a Pseudomonas
stutzeri tartalmu reaktorok igénylik a fert6tlenitést, amire egyébként mar kidolgozott

modszerek allnak rendelkezésre, specialisan erre a torzsre adaptalva (Matsuda és tsai., 1996).

Ochrobactrum athropi (A4 izolatum)

e Biofilmképzés.

A torzs biofilmképzo tulajdonsaga jol ismert, egyes teriileteke, mint gydgyaszati eszkdzok
sterilizalasa, problémakat is okozhat (Cieslak és tsai., 1996). Hasonloan az el6z6 izolatumhoz,
viztisztitd berendezésekben, vizvezetékekben is képes megtapadni, kolonidkat 1étrehozni (Tall
és tsai., 1995). El6fordulasara jellemzd, hogy vegyes mikroorganizmus konzorciumok gyakori
tagjaként megtalalhat6 betonfeliileteken, kozlekedési alagutak falan (Gu és tsai., 1998).

e [voviz nitratmentesités, kemolitotrof, hidrogén alapt denitrifikacio.

Utalast a torzs alkalmazasara az ivoviz tisztitas teriiletérol nem talaltunk, aminek oka
egyértelmli patogenitdsdban keresendd (Ramos és tsai., 1996). A kemolitotrof anyagcserére
egyertelmli utaldst nem talaltunk, azonban a korabban emlitett vegyes, kemolitotrof
koriilmények kozott €l konzorciumokban valé gyakori eléforduldsa (Gu és tsai., 1998)
alapjan nem zarhat6 ki annak a lehetdsége, kemolitotrof feltételek esetében is képes lehetett
szaporodasra.

e Egyéb, nitratredukcidval kapcsolatos alkalmazasok, adatok.

A torzs denitrifikalé tulajdonsagai ismertek (Holmes és tsai., 1988, Kesserl és tsai., 2002).
Nitrat €s foszfattartalmii szennyvizek esetében nagy hatékonysaggal alkalmaztdk, mint

fosztatakkumulalo és denitrifikalé mikroorganizmust (Merzouki €s tsai.,1999).
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Paracoccus pantotrophus (M3 izoldtum)

e Biofilmképzés, ivoviz nitratmentesités.

Az 1zolatum esetében a biofilmképzésrdl és alkalmazéasardl az ivoviz nitratmentesitében nem
talaltunk adatokat.

e Kemolitotrof, hidrogén alapu denitrifikacio.

A torzs denitrifikdcios enzimrendszerének egyes részeit jellemezték, kiilonos tekintettel a
nitrit-reduktazra (Jafferji és tsai., 2000, George ¢és tsai., 2000) és a periplazmatikus
nitratreduktazra (Ranghino és tsai., 2000, Bardischewsky ¢és Friedrich, 2001, Kobayashi ¢s
tsai., 2001). A torzs esetében egyértelmiien leirtdk a kemolitotrof szaporodasi képességet
(Friedrich és tsai., 2000), s6t hidrogenaz enzimét is jellemezték (Bardischewsky és Friedrich,
2001).

Egyéb, a nitratredukcidval kapcsolatos gyakorlati alkalmazésokra nem talaltunk utalasokat,

adatokat.

Paracoccus denitrificans (P11 torzs)

¢ Biofilmképzés.

Homokégyas, denitrifikdld bioreaktor esetében tanulmanyoztdk a torzs biofilmképzd
tulajdonsagait (Neef és tsai., 1996). Megallapitottak, hogy a P. denitrificans, metanol szerves
anyag forras mellett magas aktivitasu és stabil biofilmet képes alkotni.

e [voviz nitrdtmentesités, kemolitotrof, hidrogén alapu denitrifikacio.

A torzset a szakirodalom kemolitotrof denitrifikaciora képes torzsként jellemzi (Baumann és
tsai., 1997, Moir, 1999), melynek denitrifikacios enzimrendszerét is alaposan feltérképezték
(Stouthamer, 1990), illetve leirtdk, hogy kemolitotr6f anyageserére képes (Stouthamer, 1990).
Ivoviztisztitasi eljardsokban elterjedt a genusz; kemolitotrof, hidrogén alapt rendszerekben,

kevert mikroba-konzorciumok jellemz6 tagja (Werner és Hambsch 1989).
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111. Biofilmek létrehozasa, jellemzése

A mikroorganizmusok specidlis anyagcsere-folyamataira épiilé biotechnologiai, ipari
miiveletek soran 4altalaban szabadsejtes kulturakat hasznaltak a fermentacids eljarasok
alkalmazéasanak kezdetén. Az elmult évtizedekben azonban olyan technologidkat fejlesztettek
ki, melyek hatékonysaga messze meghaladja a szabadsejtes folyamatokét. Ezekben olyan
biokatalizatorokat alkalmaznak, melyekben az aktiv mikroorganizmusok viszonylag Kkis
térfogatban, nagy mennyiségben helyezkednek el. A rogzitett sejtes vagy mas néven
immobilizacids eljarasok soran valamely szilard hordozo6 feliiletén vagy annak belsejében
rogzitik az aktiv sejteket, enzimeket, mig az atalakitand6 szubsztrat altalaban a kiilsé, mozgd
fazisban talalhaté meg (Nicolella és tsai., 2000).
A modszer eldnyei a kdvetkezOkben foglalhatdak dssze:
e A biokatalizator folyamatos tizemmoddban alkalmazhatd, ahol a sejtek a reaktorban
maradnak.
e Aktiv és nagy sejtkoncentraci6 érhetd el, mely stabilan fenntarthato.
e A termék tisztitdsa altalaban sokkal egyszeriibb, mivel optimalis esetben a reaktorrol
tavozo un. effluens kevés sejtet tartalmaz.
e Hatékonyabb szubsztratfelhasznalas és -atalakitas érhet6 el.

e Arendszer-optimalizalas egyszeri, kevés 1épésbol megoldhato.

1I1.1. A biofilm kialakuldsa

A feliileti rogzités esetén a biologiailag aktiv réteget nevezziik biofilmnek. A biofilm

kialakulasa mesterséges €s természetes koriilmények kozott hasonloan megy végbe. A teljes

folyamatot az alabbi 1épésekre oszthatjuk fel (Bos és tsai., 1999):

1. A biofilmalkot6 mikroorganizmusok adszorpcidja a szilard felszinre (hordozo).
Reverzibilis szakasz, melyet a feliilet és a mikroorganizmusok feliiletének fiziko-kémiai
tulajdonsagai hatdroznak meg (feliileti toltés, hidrofobicitas).

2. Mikroorganizmusok kozotti kapcesolat 1étrejotte.

A mar kitapadt mikroorganizmusok kozott 1étrejové ko-aggregatumok kialakulasa,
specifikus sejten kiviili képletekkel. Altalidban az tun. elsédleges biofilm alakul ki az
adszorbcid soran, majd a mar kitapadt baktériumok feliiletén, azok segitségével alakul ki a
masodlagos biofilm (ko-aggregacio).

3. Stabil biofilm kialakulasa — dinamikus egyensuly.

A folyamat sordn a mar adszorbedlddott mikroorganizmusok kotéanyagok
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(poliszaharidok) kivalasztasaval extracellularis matrixot hoznak 1étre a hordozo felszinén.
Ebben a matrixban torténik a mikroorganizmusok szaporodasa és pusztuldsa, a biofilm
komponenseinek termelése, igy a biofilm épiilése és destrukcidja egyensulyba keriil,
melynek eredménye a stabil biofilm. Ezt az dallapotot a kornyezet, valamint a

tapanyagforras nagymértékben befolyasolja.

111.2. A biofilmképzés képessége a mikroorganizmusokndal
Altalaban harom f6 faktort emelnek ki, melyek meghatirozo szerepet jatszanak a biofilm
kialakitasaban egy adott mikroorganizmus esetében (Fletcher, 1989), inert hordoz¢ feliiletén.
1. Genetikai determinaltsag.
Mivel a biofilmképzés elsd 1€pése az adhézi6 az adott hordozora, a baktérium genetikailag
kodolt feliileti  tulajdonsagai meghatdrozéak. Egyes mikroorganizmusok szamos
feliilettipusra képesek kitapadni, ami arra utal, hogy képesek megvaltoztatni felsziniik
fiziko-kémiai tulajdonsagait, amit elsGsorban a felszini poliszaharid 0Osszetétel
modositasaval érnek el. Sajnos kevés adat all rendelkezésre az ilyen jellegi,

nem-specifikus adhézid, azaz nem ligand-receptor kolcsonhatds molekularis hatterérdl.

Egyes tengeri okoszisztémak esetében sikeriilt kdzvetlen kapcsolatot talalni a kiilonb6zd
extracellularis poliszaharidok és a kdrnyezet hatdsa kozott (Bartlett €s tsai., 1989). Az
elmélet szerint létezik egy olyan genetikai mechanizmus, mely képessé teszi az adott
szervezeteket, hogy a feliileti adhéziét meghatarozé tulajdonsagaikat valtoztassdk, a
kivalasztott extracelluldris matrix Osszetételén keresztiil, igy alkalmazkodva a véltozo
kornyezeti hatdsokhoz. Egyes mikroorganizmus torzsek az evolucié soran ugy fejlédtek
ki, hogy képesek bekapcsolni a biofilmképzésért felelds rendszeriiket tobb kiilonbozo
feliilettel torténd taldlkozaskor is. Masként megkdzelitve az elméletet, ha a feliileti
adszorbcid élettani elonyt jelentett a mikroorganizmusnak, akkor az el tudott szaporodni
az adott koriilmények kozott, ami evollcios eldnyt biztositott szdmara a tobbiekkel
szemben.
2. A mikroorganizmusok fenotipusos valasza a tapanyagok hatésara.

Nemcsak a genetikailag kodolt informaciok hatarozhatjdk meg egy mikroorganizmus
biofilmképzé tulajdonsagait, hanem a kiilsé kozeg tapanyag-ellatottsaga. Igy a gyakorlati
¢letben alkalmazott biofilmek esetében kiilonos tekintettel kell lenni pl. a szénforras
mindségére ¢s mennyiségére (McEldowney és Fletcher, 1987).

A tapanyag jelenlétére, annak koncentracio valtozasara adott fenotipikus valaszokkal egy
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helyen emlitik meg a kdzeg redukalo erd (elektron donor) szintjének befolyasold hatasat is
(Casey és tsai., 2000).

Fiziko-kémiai hatasok — a kdrnyezet szerepe.

A fiziko-kémiai hatasok (hémérséklet, pH, ionkoncentracio) szintén befolyasoljak a
kialakuldé biofilm mindségi €s mennyiségi paramétereit. A hatas kétoldala, egyrészt a
biofilmet létrehoz6 adhézidra hathatnak, masrészt a baktériumok szaporodési sebességét
¢s a kiilonb6zo baktérium torzsek kozotti kapcsolatokat befolyasolhatjak. Az adhézidra
nézve a kornyezeti paraméterek koziil kiemelt szerepe van az ionerdsségnek és a
hémérsékletnek (Bos és tsai., 1999). Specialis csoportja a kémiai kdlcsonhatasoknak a
ligand-receptor kapcsolat, melynek szerepe van az inter-mikrobialis kapcsolatok
kialakitasaban, ugyanis a biofilm stabilitasaban fehérjék ¢és kiilonb6zd kapesolo faktorok is

szerepet jatszhatnak (Zubkov tsai., 1999).

111.3. A szilard feliilet, hordozo jellemzoi

A biofilmképzés szempontjabol a hordozé fiziko-kémiai tulajdonsagai is meghatirozoak.

Ezek koziil az aldbbiakat kell kiemelni (Gavrilescu és tsai., 2000):

1.

A feliilet toltése.

- A baktériumok kikotdédése szempontjabol elényds a pozitiv toltést feliilet, mivel 6k
maguk altaldban negativ feliileti toltéssel rendelkeznek a feliileti molekulaik negativ
toltése miatt.

- A kozeg kémhatésa is befolyasolja a feliileti toltést.

A feliilet érdessége.

A porusokkal rendelkezd feliilet eldsegiti a biofilm képzddését, jobb tapadast biztositva a
baktériumok altal termelt extracellularis matrixnak.

A feliilet hidrofobicitasa, nedvesedési képessége.

A feliilet hidrofobicitdsa meghatarozo a feliilet és a viz kozt kialakuld kapcsolatokban,
ami azért fontos, mivel a viz aktiv szerepld a bakteridlis adhézioban szerepet jatszo

masodlagos kémiai erdk kialakitasdban (van der Wals kotések, hidratburok).
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I11.4. Anyagtranszfer a biofilm reaktorokban

Biofilmreaktorok esetében 3 fizikai fazist kilonithetiink el. A biofilmmel boritott szilard fazis

helyezkedik el a folyadékfazisban, ahol az atalakitand6 szubsztrat és/vagy tapanyag van oldott
allapotban. A gazfazis anaerob denitrifikalé rendszerek esetében N2, Hz, CO2 valamint egyéb
nitrézus géazokat tartalmaz, melyek folyadékban oldott mennyisége egyensulyban van a

gaztazisban lévovel.

Figyelembe véve a lehetséges
feltileteket, fazisokat, anyag-aramokat Kiilsé tér (KT)
¢és egyensulyokat, a 7. dbran bemutatott
sémabdl kiindulva modellezhetjiik egy 4 Kls6 biofilm réteg (KR)

kemolitotrof, hidrogén-oxidacion < Belsé biofilm réteg (BR)

alapul6 denitrifikalé rendszerben 1€vo,
Hordozé (H)

steady-state allapotu biofilm esetében a

denitrifikécio szempontjabol

leg-fontosabb folyamatokat (2. tabla) o
7. abra. Inert hordozé feliiletén kialakult biofilm

(Eggers és Terlouw, 1979). vazlatos szerkezete

2. tabla. Inert hordozo feliiletén kialakult denitrifikalé biofilmben végbemené folyamatok vazlata

Kiilsd tér (KT) és a kiilsd biofilm réteg (KR) | Kiilsd biofilm réteg (KR) és a bels6 biofilm
transzport folyamatai réteg (BR) transzport folyamatai
NO3 k1>NO3"kR) NO3 kr)«>NO3'8R)
NO2 kr)<>NO2 kT NO2 @r)<>NO2 kR)
Ha(eazy>H2(kT oldott <>H2(kR) Hary<>Hz@R)
N2(kR oldott)<>N2(kT oldotty¢>N2(gaz) N2@Br<>N2kR)

A biofilm reaktorban lejatsz6dd események attekintéséhez a fentebb felsorolt
fiziko-kémiai egyensulyi folyamatok ismerete sziikséges. A bemutatott folyamatok diffuzio
eredményeképpen jonnek létre, ahol a diffuzid6 irdnyat a jelenlévé anyagok
mikroorganizmusok anyagcsere-folyamatai (denitrifikacid), igy az egyenstlyokat jelentds
befolyasoljak.

A biofilm két részre oszthat6 a benniik lejatsz6d6 mikrobioldgia folyamatok alapjan. A kiilsd

biofilm (KR) réteg érintkezik kozvetlentlil a tapkozeggel, ahol a nitrat, hidrogén €és mas
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szubsztratok taladlhatoak. Ebben a rétegben folyik a mikrobidlis denitrifikécio els6 szakasza, a
nitratredukci6. Mivel a nitrat gatld hatassal (Batchelor és Lawrence, 1978) van a
nitrit-reduktazra, ezért itt a nitrit redukcioja elhanyagolhatd mértékii — amit a felhalmozodo
nitrit is jelez, és a nitratredukcio a jellemzo folyamat.

A belsé biofilm rétegben (BR) torténik a nitrit redukcidja nitrogénné. Itt mar a
nitratredukcié nem jellemzd, viszont N2 gaz termelddik, ami a két rétegen keresztiil a kiilsé
térbe tavozik. Megfeleld intenzitasu denitrifikacid esetén ez gazbuborékok formajaban
figyelhetd meg a kiils6 térben.

Mivel kisérleteinkben nagy fajlagos feliileti granulalt aktivalt szenet (GAC)
hasznaltunk hordozoként, ezért elképzelhetd, hogy maga a hordozd is részt vesz a gazok
megkdtésében, illetve a kialakuld egyenstlyi folyamatokban puffer szerepét toltheti be. A
GAC szubsztrat megkotd képességét irtak le abban a kisérletsorozatban, melyben hordozoként
biofilm, hanem az apolaros, aromas anyagok megkotésében is szerepet jatszott (Caldeira €s

tsai., 1999, Mason és tsai., 2000).

111.5. Biofilm és aktiv szén

A jelen dolgozatban bemutatott rendszerek aktiv szén hordozon nevelt biofilmet tartalmaznak.

A granulalt aktiv szén, mint hordoz6 szintén elterjedt anyag a szennyviztisztitd bioreaktorok

alkalmazdsénak teriiletén. A GAC szerepe kettds, egyrészt felilet a megtapado

mikroorganizmusoknak, masrészt a lebontando anyagot kivaléan adszorbedlja (Armenante €s
tsai., 1996, Caldeira és tsai., 1999). A GAC masik alkalmazésa az ivoviz tisztitdsi technologia

teriiletén a viz baktérium-mentesitése, ahol mint sziir6t alkalmazzik (Camper ¢és tsai., 1985,

Okochi és tsai., 1997).

fgy a GAC hordozoként torténd alkalmazasa mellett szamos érv szolt:

e Mas alkalmazasokban bevalt, mint biofilm hordozo6.

e Teljesen indifferens, vizben oldhatatlan. Fizikai paraméterei (nagyobb szemcseméret)
alapjan a homokagyas reaktorok esetében fellépd buborékképzddés altal okozott
aktivitasvesztés kikiiszobolhetd (Soares és tsai., 1991).

e Porusmérete, fajlagos felillete magas, ami eldsegiti nagy mennyiségli biomassza

megtapadast.
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111.6. A biofilmképzés ismert eljarasai

Az alkalmazott biodegradécios, illetve denitrifikalo rendszerek egy részében meghatarozatlan,
denitrifikalo aktivitassal rendelkezd, mikrobidlis konzorciumokat alkalmaznak (Yang és tsai.,
1995, Caldeira és tsai., 1999). Az oltdbanyagok eredete, Osszetétele, mindsége nincs megadva,
esetleg “aktivalt iszapként” (activated sludge) hatarozzak meg. Maga a biofilmképzés
heterotr6f modon, azaz szerves szénforrds jelenlétében torténik, ami alapjan feltételezhetd,
hogy a biofilm nemcsak a célcsoportot, azaz a denitrifikalo mikroorganizmusokat tartalmazza,
hanem mas, esetleg patogén torzseket is. A gyakorlatban ez annyit jelent, hogy a leendd
hordoz6t inkubaljak ebben az aktivalt iszapban, ahol kialakul egy kezdeti biofilm, mely a
reaktor lizemelése soran még szamos valtozason megy keresztiil.

Azokban a biologiai denitrifikdld rendszerekben, melyeket a gyakorlati életben is
alkalmaznak, a biofilmképzés hasonlé moédon torténik. Mind a heterotrdf, szerves szénforrast
igényld, mind a kemolitotrof denitrifikacid esetében a reaktorban “magatol” alakul ki az aktiv
biofilm. Ez annak tulajdonithato, hogy a reaktor belsejében 1étrejovo koriilmények annyira
specialisak (szelekciés nyomas), hogy csak néhany mikroorganizmus képes ezen feltételek

mellett szaporodni és stabil populacidt kialakitani (Gros és Treutler, 1986).
A késobbiekben bemutatand6 kisérletekben olyan biofilm eldallitasi modszereket

vizsgaltunk, melyek soran granulélt aktiv szénre, mint hordozéra a korabban bemutatott

mikroorganizmus torzsekkel biofilmet képeztiink.
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1V. Kemolitotrof denitrifikacion alapulo bioreaktorok — elektro-bioreaktorok

Mint korabban bemutattuk, a bakterialis nitratmentesitdé rendszereket az alkalmazott
elektrondonor szerint heterotr6f ¢€s kemolitotr6f csoportra oszthatjuk. A heterotrof
denitrifikacio szamos eldnye mellett olyan hatranyokkal is rendelkezik, melyek a kemolitotrof
folyamatok esetén nem meriilnek fel, mint példdul a hosszadalmas utdkezelés, a szerves
szénforras eltavolitasa, az effluens magas csiraszama.

A denitrifikéaciora képes mikroorganizmusok egy részénél tehat a denitrifikacio teljes
folyamata kemolitotr6f moddon is végbemehet, igy a szerves szénforrds alkalmazasa
kikeriilhetd. Ezekben a rendszerekben az egyik lehetséges energiaforras a hidrogén gaz, mely
alkalmazasanak gatat szab gyulékonysaga és robbanékonysaga, illetve az a tény, hogy
oldédasa vizben alacsony mértékii (I mmoél 17 20 °C-on). Ennek ellenére szdmos
denit-rifikaciés rendszert fejlesztettek ki, melyekben hidrogén gazt alkalmaztak
energiaforrasként.

Az egyik legelsé, homokagyas rendszerben (Kurt és tsai., 1987), 25 mg nitrat-N I
tartalmu, hidrogén gazzal atbuborékoltatott influenst alkalmazva, 4.5 6ras tartézkodasi i1d6
mellett 0.55 kg N m2 d! (1 m® reaktortérfogat esetén egy nap alatt elbontott nitrat-N
egyenérték tomeg) denitrifikacios aktivitést értek el.

Egy masik, merdben eltérd elrendezésii, két szakaszos rendszer (Dries €s tsai., 1988) is
hasonlé denitrifikacios aktivitast eredményezett (0.5 kg N m™ d?), poliuretin hordozot
alkal-mazva, ahol az elsé szakaszban a nitratredukcid tortént, mig a masodik szakaszban az
akkumulalodott nitrit és a feleslegben adott hidrogén gaz elimindlasa tortént meg.

A hidrogén alapu biologiai

denitrifikdlé rendszerek egy 1) irdnyat A

képviselik azok a fejlesztések, ahol egy  NO;
. ., Nitrattal szennyezett
membrant  alkalmazva  juttatjdk a NO; % ﬁ folyadék d
hidrogént a bioreaktorba (Lee ¢és i
g ( NO; % ﬁ4__ Hidrogén gaz
Rittmann, 2000). Az elrendezés alapja ]
, ~ NO 4 Denitrifikalé biofilm
egy hidrogénre nézve permedbilis \_/
membranbdl késziilt c¢sé, melynek kiilsé
felén talalhat6 a denitrifikalo biofilm, mig
a belsd részében aramlik a hidrogén gaz Hidrogén gaz
(8. abra). A cs6 falan atjuté hidrogén 8. abra. Hidrogén permeabilis
) ] membran-reaktor vazlatos rajza és miikodési
mennyiségét pontosan lehet szabalyozni a elve
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csében 1év0 nyomassal, ugyanis nagyobb nyomads értékek esetében az atdiffundald hidrogén
mennyisége is emelkedik. Ez az eljards a hidrogéngdz nagyon pontos és gazdasagos
felhasznalasat teszi lehetdveé.

A gyakorlatban is megvalositott alkalmazéasok koziil ki kell emelni a DENITROPUR
elnevezésli rendszert, amelyet Monchengladbach-ban maig alkalmaznak (Gros és Treutler,
1986, Gros ¢és tsai., 1986). A rendszer egy hidrogéntelitd mechanikus szakasszal kezdddik,
majd egy foszfat és széndioxid adagolo rész kovetkezik a bioldgiailag aktiv toltetet tartalmazo
reaktor el6tt. A reaktor maga tobb 1épcsds (kaszkad) elrendezés, ahol az utdkezelés
levegdztetést, UV sterilizalast és sziirést foglal magaba. Az egész rendszer denitrifikacios
aktivitasa 0.25 kg N m= d?, illetve 11.29 mg NO3z-N I eliminalasahoz 1-2 6ra tartdzkodasi
id6re volt sziikség.

A hidrogén gaz direkt felhasznéldsa, annak fokozott robbandsveszélye miatt, azonban
csokkenti ezen alkalmazdsok, valamint az ivoviz tisztitds szempontjabol elényds kemolitotrof
baktériumok gyakorlati felhasznalasat és elterjedését. Egy ilizembiztos, jol szabalyozhato
hidrogénforras kifejlesztése és alkalmazisa megoldand a problémat. Ezeket a feltételeket
teljesiti a viz elektrokémiai bontasa, melynek terméke hidrogén és oxigén gaz. A folyamat
direkt alkalmazasanak gatat szab, hogy az elektrolizis eredménye az Uin. durran6gaz (hidrogén
és oxigén 1:1 aranyu keveréke), mely egyrészt robban, masrészt az oxigén gatolja a
denitrifikéciot.

Az elsd olyan biologiai denitrifikald rendszerben, ahol viz elektrolizisével allitottak
eld hidrogént, a katod feliiletén alakitottdk ki a biofilmet, anaerob, heterotrof neveléssel
(Sakakibara és Kuroda, 1993). Amikor a biofilm lathat6 volt, a rendszerre d&ramot kapcsolva
hidrogént fejlesztettek a katdodon, amelyet a mikroorganizmusok helyben hasznaltak fel a
denitrifikdciohoz. A rendszer hibaja a viszonylag alacsony stabilitds volt, ami annak a
kovetkezménye, hogy a katodon termelddé hidrogén buborékokat alkotva destabilizalta a
biofilmet.

Ugyanezen szerzOk a rendszeriiket tovabbfejlesztették egy érdekes megoldéssal,
melyben a katdd csé formaban vette koriil az anodként funkciondld szénrudat, a biologiailag
aktiv réteget pedig Ca-alginatban rogzitették a katdd felszinére. Ennek a folyamatos iizemii
rendszernek 10 mg NOs-N I teljes eliminalasdhoz 2.5 mA 4ram felvétele esetében 9 6ra
tartozkodasi idére volt sziiksége (Sakakibara és tsai., 1994).

A tovabbiak ezt a rendszert is tovabbfejlesztették, poliuretdn habbal rogzitett sejteket
alkalmazva a katoéd feliilletén (Feleke és tsai, 1997). Bebizonyitottdk, hogy az adott

rendszerben a nitrat redukcidja teljes egészében biologiai és nem elektrokémiai folyamat,
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illetve az el6zdekhez képest igen stabil (> 400 nap iizemidd) biofilmrogzitési modszert
dolgoztak ki. A rendszer hatrdnya, hogy aktivitasa kb. negyede a DENITROPUR rendszer
esetében mértnek.

Az elébbiekben bemutatott kombinalt elektrokémiai-biologiai denitrifikald rendszerek
hossza ideig stabilak voltak, ami azt jelzi, hogy a viz elektrolizise soran keletkezett hidrogén
alkalmas a biologiai denitrifikacioban résztvevé baktériumok szamara in  situ
energiaforrasnak, illetve az elektrokémiai cellaban 1évé katod alkalmas feliiletnek bizonyult
biofilmképzésre.

Az eddig ismertetett reaktor elrendezések esetében az andd és a katod elektrod egy
térben helyezkedett el. Ennek egyik kovetkezménye, hogy az anddon termel6dd oxigén
gatolhatja a denitrifikciot, masrészt a katod feliiletén jelentds karbonat kivalds fordulhat eld,
ami csOkkenti az aktiv felszint, amely meghatdrozza az aktiv biofilm mennyiségét. Tovabba
konstans aramerdsségek esetében noveli a sziikséges fesziiltség nagysagat, az egység
elektromos ellenélldsdnak emelkedése révén.

Az elrendezések alacsony hatasfokanak masik oka a katodon kialakult biofilm
fizikailag karosodhat, kiilondsen magasabb aramerdsségek esetében a keletkezd gazbuborékok
miatt. Ennek elkeriilésére a hidrogéntermelést alacsonyan kell tartani, ami csokkenti a
denitrifikacio sebességét. A biofilm mennyiségének novelésére kifejlesztett, multi-elektrod
elrendezés (Sakakibara és Nakayama, 2001) ugyan novelte az effektiv feliiletet, azonban a

denitrifikécios aktivitas igy is alacsony maradt.
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Az eddig bemutatott hidrogén felhasznalasan alapulo6 bioldgiai denitrifikalo rendszerek

jellemzd adatait a 3. tablaban foglaljuk Gssze:

3. tabla. Néhany, hidrogén alapu, kemolitotrof denitrifikalé rendszer

osszehasonlitasa

Hidrogén forras Biofilm Denitrifikacids Hivatkozas
rogzitése - aktivitas
hordozé

Kiils6 forras (gazpalack) Feliileti rogzités, 0.55 kg N m= d-! Kurt és tsai. 1987
homokégy

Kiils6 forras (gazpalack) Feliileti rogzités, 0.50 kg N m= d- Dries 1988
poliuretan
hordozé

Kiils6 forras (gazpalack) Membran reaktor 0.16 kg N m d-? Lee és Rittmann 2000

Kiilsé forras (gazpalack) Homok agyas 0.25 kg N m3d* Gros és Treutler 1986
biofilm reaktor Gros és tsai 1986

Viz elektrolizise Biofilm reaktor ~ 0.01 kg N m?d* Sakakibara 1994

Viz elektrolizise Rogzitett sejtes  0.08 kg N m™3 d! Feleke és tsai. 1997
reaktor (gél)

Viz elektrolizise Feliileti rogzités 0.1 kg N m3 d-! Sakakibara 2001

Kiils6 forras (gazpalack) Rogzitett sejtes 0.6 kg N m3 d-? Chang és tsai. 1999

rendszer (gél)

Az itt bemutatott, hidrogén-fiiggd, kemolitotrof denitrifikdlo rendszerek széma is jelzi,
hogy a téma az ivoviz nitratmentesitéssel foglalkozo tertilet kiemelt €s fejlodd agat képviseli.
A laboratoriumi szintli rendszereken at a gyakorlatban is alkalmazottakig szédmos
megvalodsitast taldlunk, melyek bizonyitottak felhasznalhatdosagukat. A modszer hatékonysaga
azonban még messze nem tokéletes. A rendszerek stabilitdsa, a biztonsdgos és gazdasdgosan
adagolhat6 hidrogénforras megoldéasa €s a méretnovelési problémak még javarészt megoldasra

varnak.
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V. Elektrokémia — hidrogéntermelés vizbontassal

A dolgozatban bemutatandd kemolitotrdof, denitrifikald rendszerekben a nitrat redukcidjahoz

szlikséges hidrogént a viz elektrolizisével, elektrokémia cellaban éllitottuk eld.

V.1. Vizbontas, elektrokémiai cella

Elektrolizis alatt elektromos energia befektetésével végrehajtott kémiai reakcidt értiink. Az
elektrolizalo cella (elektrokémiai reaktor) katodjan redukcio, anddjan oxidacié megy végbe. A
cella részei az elektrédok (az elektrolitoldattal kozvetleniil érintkez6 vezetd), az elektrolitok
(elektronokat vezetd folyadék) és egy egyenaramu tapegység.

A vizbontas egyik legklasszikusabb elrendezése

esetében, az un. Hofmann-féle vizbontd késziilékkel Egyenaramu

] o ] aramforras
kénsav hig vizes oldatat elektrolizdljuk platina

elektrodok kozott, ahol a katddon hidrogéngédz, mig az | I
anddon oxigén keletkezik. !
Ez torténik a késObbiekben bemutatando kisérleti Anédtér Katodtér

elrendezésekben alkalmazott elektrokémiai cellak

H,O— §2H++26'—>H2

esetében is (9. abra), azzal a valtoztatassal, hogy az
andd- ¢és katodteret egy ioncseréld membrannal P
valasztottuk el, mely nem gatolta az elektronok :

aramlasat, viszont megakadalyozta a két térrészben

keletkez0 gézok ¢és az alkalmazott elektrolitok

keveredését. Elektrolitként az anddtérben kénsav oldat, Men;brén

a  katodtérben a reaktorra  felmend, nitrdt-, g spra. Elektrokémiai cella és a benne

i . P lejatsz6do fol tok (isitett vazlat
karbonat-tartalmu csapviz volt. €1ATSEOCo ToTyamatiok cayszerusitett vaziata
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V.2. Varhato egyéb elektrokémiai reakciok az elektrokémiai cellaban

A dolgozatban alkalmazott gyakorlati elrendezésekben az elektrokémiai cella andd terében 0.1
N kénsav oldatot keringettiink, mig a katod térben telitddott hidrogéngézzal a bioreaktorokra
aramlo tapoldat. A tapoldatok Osszetételének ismeretében az alabbi reakciok jatszodhattak le a

cellaban (Stumm, 1981, Feleke, 1998) (4. tabla):

4. tabla. Az alkalmazott rendszerben elvileg lejatszodhaté elektrokémiai és egyéb reakciok

Reakci6 séma Elektrokémiai reakcio (anod)

Ho0 = 402 + 2H* + 2¢° (-e°=1.23V) E-1

Elektrokémiai reakcio (katod)

2 Hz0 + 26" = Hz + 20H" (€9=-0.828 V) E-2
NOz + 6Hz0 + 66" = NH4" + 8 OH" (€9=-0.212 V) E-3
NOz + Hz0 + & = NO + 2 OH (€9 =-0.46 V) E-4
NOs + H,0 + 26" = NO; + 2 OH" (€9=0.017 V) E-5

Kémiai precipitacio

Ca** + HPO4* = CaHPO4 (PKsp = -6.6) C-1
Ca?" + CO3* = CaCOs3 (pKsp = -8.4) C-2
Mg?" + CO3% = MgCOs3 (pKsp = -7.5) C-3
Ca?" + Mg?" + 2C0O3% = CaMg(COs)> (pKsp = -16.7) C-4

Az E-1 reakcié az anodtérre jellemzd, ahol e® a standard elektréd potencial, és
elektrokémiai okok miatt az oxigén fejlddése jellemz6 az alkalmazott rendszerekben.

A katodtérben lehetséges reakciok koziil a hidrogénfejlédés standard potencidlja a
legalacsonyabb, igy a hidrogénfejlédés a kedvezményezett reakcid (E-2). Azonban elméleti
alapon nem lehet kizarni a tobbi reakcio lejatszodasat sem (E-3, E-4 és E-5).

A kémiai precipitaciok kiilondsen a gyakorlati alkalmazas szempontjabdl jelentdsek, ugyanis a
katod feliiletén 1étrejovd precipitacio a cella ellendllasanak ndvelésén keresztiil emeli -
konstans dramerdsség esetén - a szilikséges fesziiltséget, ezaltal a cella miikodési koltségeit,

masrészt a hordozora kicsapodo anyagok csokkenthetik a reaktor effektivitasat (Arvin, 1982).
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Célkitiizés

Munkank soran olyan kisérleti elrendezés kidolgozéasat tiztik ki célul, mely alkalmas
kistelepiilések, haztdji gazdasagok ivovizének bioldgiai nitratmentesitésére. Figyelembe véve
a heterotrof és kemolitotrof denitrifikacio eldnyeit és hatranyait, az utobbi eljaras alkalmazasa
mellett dontéttiink, mivel a szerves szénforrasok mell6zése egyszerlsiti a technologia
kivitelezését, és human vonatkozasti alkalmazéasakor kisebb mértékli utokezelést igényel.
Masrészt a kemolitotrof denitrifikdcid alkalmazédsa esetében varhatd denitrifikacios
aktivitasok alacsony és kozepes nitrattartalmu vizek esetében is kielégitéek (Gros és Treutler,

1986).

A feladat kivitelezéséhez az alabbi kritériumokat adtuk meg:
. Az alkalmazott mikroorganizmusokra legyen jellemzé a kemolitotrof

denitrifikacio, mely soran energiaforrasként hidrogént képesek felhasznalni.

o A denitrifikdcidohoz sziikséges hidrogént a viz elektrokémiai bontasa sordn
nyerjik.
. A reaktor-elrendezések folyamatos tizemiiek legyenek.
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Anvagok és modszerek

I. Anyagok, vegyszerek
Az alkalmazott vegyszerek, taptalajkomponensek analitikai tisztasagu (Sigma Co. illetve

Reanal Rt.) vegyszerek voltak.

1I. Mikrobiologia - Torzsdusitas, torzsszelekcio.

II.1. Mintavétel
A Ben Gurion Kibuc (Izrael) iszapderitdjének anaerob iszapjabol, illetve egy korabban
mikddé homokagyas denitrifikald bioreaktorbol vettiink mintakat. Mivel célunk anaerob
torzsek 1izolalasa volt, ezért az ilyenkor szokasos eljarast (Standard Methods, 1992)
alkalmazva 10-10 ml iszapot 20 ml-es steril iiveg edényekbe helyeztiink, majd nitrogén

atmoszféra alatt lezartuk azokat. A szallitas, illetve tarolas 4 C°-on tortént.

I1.2. Szelektiv izolalas
Anaerob kemolitotréf mikroorganizmusok dusitasara alkalmazott modszer alapjan dolgoztunk
(Schlegel és tsai., 1961). A duasitasi modszer soran hetente tapoldatot cseréltiink a kulturakon,
a baktériumpopulacio Osszetételét DSM1 (6. tabla) heterotrof taptalajon torténd
telepszamlalassal jellemeztiik.

Az izolalas alatt minden tenyészetet anaerosztatban inkubaltunk 25 °C-on, ahol az
atmoszféra 96% N2-4% H: Osszetételli gazkeveréket tartalmazott. A kulturdkban 1évo
denitrifikdlasra képes mikroorganizmusok szamat gazképzodés alapjan hataroztuk meg
(Tiedje 1982).

Héarom hét inkubaciés 1d6 utan egyéni baktériumizolalast végeztiink telepmorfologia
alapjan és minden telepet DSM1 tapfolyadékra (10 ml) oltottunk ki, melyet 26 mg 1
NOs3-N-tal dusitottunk (nitrat-nitrogén egyenérték tomeg). Anaerosztatban tortént két napos
késébb IV.5).

A denitrifikdlas szempontjabol aktiv mikroorganizmusokat tovabbi felhasznalasig ~80

°C-on taroltuk, 10% glicerint tartalmazé kemolitotrof tapoldatban (5. tabla).
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I1.3. Mikroorganizmus tenyésztés
Starter tenyészetek eldallitdsa: A “80 °C - on tarolt térzseket 10 ml DSM1 tapoldatban vettiik

fel, majd 24 o6ra inkubéci6 utan oltottuk tovabb a megfeleld tapoldatba.

Aerob, heterotréf nevelés: A starter tenyészeteket 100 ml DSM1 tapoldatban neveltiik tovabb

ujabb 24 oran at. A tenyésztés minden esetben 30 °C-on, Gallenkamp inkubatorban tortént

100 rpm razatds mellett. Amennyiben szilard taptalajon neveltiik a torzseket, 1.5 % agar

tartalmit DSM1 téptalajra oltottuk, majd 30 °C - os aerob termosztatban inkubaltuk dket.

Kemolitotréf nevelés: A starter tenyészeteket 100 ml kemolitotrof tapoldatban neveltiik

anaerosztatban lassi razatds mellett. Amennyiben szildrd taptalajon neveltik a torzseket

tovabb, kemolitotrof taptalajra oltva inkubaltuk a tenyészeteket anaerosztatban.

5. tabla Az alkalmazott kemolitotrof tapoldat/talaj osszetétele

Na;HPO4

KH2PO,

(NH4)2S04

MgSOs X 7 H,0

CaCly x 2 H,O

NaHCOs

Mikroelem oldat

Desztillalt viz

(taptalaj esetében agar)

244
1.52
0.50
0.20
0.05
1.00
10.00
990.00
15.0

Q O Q@ @ o «

mi

mi

g

Mikroelem-oldat

ZnS04 x 7 H20
MnCl; x 4 H,O
HsBO3

CoCl2 x 6 H20
CuCl; x 2 H,0
NiCl; x 6 H,0

Na,MoO4 x 2 H,0

Desztillalt viz

0.10g
0.30¢g
0309
0.20¢
0.01g
0.02¢
0.03g
1000.00 ml

6. tabla DSM1 taptalaj osszetétele

Pepton

Agar

Huskivonat

Desztillalt viz

509
3.0g
15049
1000.0 ml
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11.4. Torzsek jellemzése és azonositisa

Morfologia, kiilsé jellemzdk.

Az izolatumok jellemzése ¢és meghatarozasa az ilyenkor szokasos eljaras szerint
tortént. A telepmorfologiat DSM1 tédptalajon hatdroztuk meg, a mikroszkopikus
tipizalast fénymikroszkoppal végeztikk, ahol a baktériumok dimenzioit kalibralt
okuldrral hataroztuk meg. A torzsek mozgasra vald képességét egy kordbban leirt
modszernek megfeleléen hataroztuk meg (Adler, 1966). A Gram festés Gerhardt és
tsai. (1994) altal leirt modszer szerint késziilt. A poly-B-hidroxi butirdt meghatarozast
mikroszkopos uton, Szudan fekete festéssel, mig az endospdrak esetleges jelenlétét
malahit zolddel torténd festéssel vizsgaltuk.

Enzimaktivitasok vizsgalata

A katalaz aktivitast 3%-os peroxid oldattal végeztilkk, az oxidaz aktivitast
N,N,N,N-tetrametil-p-feniléndiaminon torténé neveléssel vizsgaltuk.

Novekedés — soturés - hOmérsékletfiiggés

A torzseket 0.5, 1 és 1.5 M NaCl tartalma DSM1 taptalajon neveltiikk. Hasonld
taptalajon neveltiik a mikroorganizmusokat a homérséklet hatasanak vizsgalatakor 4,
37, 40 és 45 °C-on.

Denitrifikacios aktivitis

Gazképzddés vizsgalata Durham csévekben 1 g 1M KNOs tartalmi DSMI1 tapoldatban
tortént.

Szénforras analizis

A kemolitotrof tapoldatot kiegészitettiik az alabbi anyagokkal, gy hogy a
végkoncentraciojuk 2 g 11 legyen az adott oldatban. Felhasznalt vegyiiletek:
a-ketoglutarat, propionsav, L-alanin, L-arginin, kaprilsav, triptofan, etilén-glikol,
propilén-glikol. A tovabbi asszimilaciés és metabolit teszteket API 20NE kit
(BioMerieux SA, Marcy, 1’Etoile, France) felhasznélasaval végeztiik el.

A zsirsav és 16S RNS analizist a Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zelkulturen (DSMZ) laboratériumaban, Braunschweig-ben végezték el, standard
eljarast alkalmazva.

RAPD-PCR analizis
A DNS izolalasa és az RAPD-PCR analizis Szekeres és tsai. (2002) szerint tortént.
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11.5. A kisérletekben alkalmazott izolatumok jellemzése

Az izolatumok denitrifikacios aktivitasat Osszehasonlitva, 3 izolatumot valasztottunk ki,

figyelembe véve makroszkopikus és mikroszkopikus jellemzoiket is. 2 torzs az aktiv iszap

mintakbdl (a tovabbiakban M2 és M3), egy torzs pedig a homokagyas reaktorbol (A4)

szarmazott. Alkalmaztunk egy referencia torzset is (P11 - Paracoccus denitrificans), mely

torzsgyljteménybdl szarmazott (DSMZ), és szamos adat 4allt rendelkezésre rola a

szakirodalomban.

M2 izolatum

Mikroszkopos kép: Palca alakt, 0,5-0,8 um széles és 1,5-5 um hossza, Gram negativ,
mozgo sejtek. Spora nem lathato.

Makroszkopikus jellemzés: DSM1 téaptalajon szabalytalan alaku, attetszd, sargas udvard,
telepek. Novekedésre 7-41 °C kozott képes.

Biokémiai jellemzés: Pozitiv reakciot adott a kataldz, oxiddz és aminopeptidaz reakcio.
Hidrogén jelenlétében teljes denitrifikaciora képes. Negativ eredményeket adott az uredz
reakcio, az indol termelés, az arginin dehidroldz, a B-galaktozidaz, a gliikéz acidifikacios
teszt €s a zselatin hidrolizis.

Molekularis bioldgiai analizis: A 16S RNS szekvencia analizis és a zsirsav analizis
alapjan tobb, mint 99 %-o0s azonossagot mutatott az izolatum a Pseudomonas stutzeri

torzzsel.

A4 izolatum

Mikroszkopos kép: palca alaku, 0,5-0,7 pm széles és 1,5-2 um hosszu, Gramm negativ
sejtek. Spora nem lathato.

Makroszkopikus jellemzés: DSM 1 taptalajon szabalyos kor alaku, tejfehér, nem attetszo
telepek. Novekedik 37 “C-on, azonban 7 és 41 °C -on nem képes szaporodni.

Biokémiai jellemzés: pozitiv eredményt adott a katalaz, oxidaz, uredz €s aminopeptidaz
reakcid, illetve HzS termelést figyeltiink meg. Hidrogén jelenlétében teljes denitrifikaciora
képes. Savképzést D-gliikéz, D-fruktdéz, D-xiloéz, arabindz, etanol, ramndz ¢és raffindz
jelenlétében tortént.

Negativ eredményeket adott az indol termelés, az arginin dehidrolaz, a B-galaktozidaz és a
gliik6z acidifikacios teszt, illetve a zselatin, keményitd, kazein €s eszkulin hidrolizis.
Molekularis biologiai analizis: A 16S RNS szekvencia analizis alapjan tobb, mint 99.5
%-o0s azonossagot mutatott az izolatum az Ochrobactrum anthropi torzzsel. A kapott

zsirsav profil alapjan megegyezik a tipustorzzsel.
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M3 izolatum

Mikroszkopos kép: a torzs mikroszkopos képe megegyezett a P11 torzsével. rovid palcak,
0,6-0,8 um széles és 1,5-3 um hosszi, Gram negativ, nem mozgo6 sejtek, altalaban
egyesével vagy parban talalhatdak.

Makroszkopikus jellemzés: DSMI1 taptalajon szabalytalan alaka, sargas, kifejezett
okkersarga kozponttal rendelkezd telepeket képzett az izolatum.

Biokémiai jellemzés: Az izolatum jellemzo6i megegyeztek a P11 izolatuméval, kivétel a
triptofan teszt pozitiv eredménye volt. Ez a torzs is kemolitotrof koriilmények kozott
szaporodik; hidrogén jelenlétében teljes denitrifikacidra képes.

Molekularis biologiai analizis: A részleges 16S RNS szekvencia analizis alapjan 100
%-0s azonossagot mutatott az izolatum a Paracoccus pantotrophus torzzsel (illetve
97,8%-0s hasonlosagot a Paracoccus denitrificans torzzsel). A kapott zsirsav profil

egyezik a Paracoccus genusban talalhatoval.

P11 torzs-referenciatiorzs

Mikroszkopos kép: rovid palcak, 0,6-0,8 pm széles és 1,5-3 pm hosszu, Gram negativ,
nem mozgod sejtek, altalaban egyesével vagy parban talalhatoak. Spora nem lathato,
viszont PHB (poli-béta-hidroxi butirat kristaly) megfigyelheto.

Makroszkopikus jellemzés: DSMI taptalajon szabalyos, apro, kor alaka, fehér nem
attetsz0, kerettel rendelkezd telepeket képez. Novekedésre 7-41 °C kozott képes.
Biokémiai jellemzés: Kemolitotrof koriilmények kozott szaporodik, hidrogén jelenlétében
a teljes denitrifikaciora képes. Pozitiv reakciot adott a katalaz, oxidaz és aminopeptidaz
teszt, illetve HaS termelésre képes. Negativ eredményt ad az indol termelés, az arginin
dehidrolaz, ure4z, B-galaktozidaz reakcio, savtermelést nem mutat gliikoz jelenlétében, a
zselatin és eszkulin hidrolizise is negativ eredményt ad.

Molekularis biologiai analizis: A 16S RNS szekvencia analizis alapjan 100 %-0S
azonossagot mutatott az izolatum a Paracoccus denitrificans torzzsel. A kapott zsirsav

profil egyezik a tipustorzsével.
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1. Biofilmképzés — Reaktor elrendezés

I 1. A hordozo és elékészitése

A hordozoként alkalmazott granulalt aktiv szén paraméterei a kovetkezok voltak: 0.85-1.70

mm atmérdjii, gazkromatografias eljarasokban hasznalt, nagy tisztasagu anyag (Chemviron

Carbon, Belgium).

A mikroorganizmusok adszorbcidjat granulalt aktiv szén hordozéra, minden esetben

oszlop elrendezésii toltettel végeztiik el a kovetkezod 1€pések szerint:

A kisérletekben alkalmazott milanyag oszlopok atmérdje 0.5, hosszuk 30 cm volt.

Aktiv szén mintdk eldkészitése — az aktiv szenet (mosas és tomegallanddsagig torténd
szaritas utan) ismert tomegben helyeztiik az oszlopba. Az oszlopok bemeneti és kimeneti
nyilasat tiveggyapottal zartuk. Az igy elkészitett oszlopokat autoklavban sterilizaltuk. A
steril oszlopokon 5 térfogatnyi, kemolitotrof tdpoldatot dramoltattunk at, hogy biztositsuk

a toltet nedvességét.

I11.2. Biofilm 1. - Kitapadds vizsgalat

Biofilm A eldallitasa

A starter kultardkat kemolitotrof tapoldatban felvéve (100 ml tépoldat,
baktériumkoncentracio: 10° db sejt ml™) recirkulaltattunk az oszlopon, zart rendszerben,
nitrogén atmoszféra alatt, 0.5 ml perc” sebességgel 48 oran keresztiil. Az inkubacio
elteltével friss, steril kemolitotrof tapoldatot dramoltattunk 4t az oszlopon, 1 ml perc?
sebességgel 96 oran at.

Biofilm B el6allitasa

Starter mikroorganizmus oltokultirakkal oltottunk le szerves szénforrassal dasitott (1 g 1*
Na-acetat) kemolitotrof tapoldatot (100 ml tapoldat, baktérium szam: 10° db sejt mI™L),
majd ezt a szuszpenzidt recirkuldltattuk az oszlopon 48 6ran keresztiil, 0.5 ml perc™
sebesség mellett, nitrogén atmoszféra alatt. Ezt kovetden 96 oran keresztiil friss, steril
tapoldatot dramoltattunk az oszlopon 4t 1 ml perc™ sebességgel.

Biofilm C eléallitasa

A 24 oraig, aerob tenyésztési koriilmények kozott, DSMI1 tapoldatban nevelt
mikroorganizmus torzseket kemolitotrof tapoldatba helyezve (100 ml tapoldat, baktérium
koncentracié: 108-10° db sejt ml™?) recirkuléltattuk az oszlopon, 1 ml perc™ sebességgel.

A kisérlet kivitelezése soran a tarold edényben 1€v6 szuszpenziot folyamatosan kevertettiik

a homogenitds megdrzése végett. A mintavétel oranként tortént, 1 ml mintat vettiink a
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taroldo edényben 1évo baktérium-szuszpenziobdl, melynek denzitdsat fotometrias uton
hataroztuk meg 660 nm-es hullimhosszon.

A kisérlet lezarasa — a kisérlet idOtartalmanak végeztével az oszlopon 5 oszloptérfogatnyi
(150 ml) steril kemolitotroéf tapoldatot folyattunk at, hogy eltdvolitsuk a nem kotott
baktériumokat.

Mintavétel az oszlopokbol: a mianyag oszlopokat felvagva, annak kiilonb6z6

szegmenseibdl toltetet gylijtottiink steril koriilmények kozott késobbi analizis céljabol.

I11.3. Biofilm 2. — Kitapadas vizsgalat elékezelt granulalt aktiv szén hordozon

Elokezelés M2 izolatummal

A Biofilm C képzési modnak megfeleléen, M2 izolatummal kezeltiik az aktiv szénnel
toltott oszlopokat. Az inkubacids id6 letelte és a mosasi fazis utdn steril levegd
atfavéasaval 24 o6ran at széritottuk a toltetet az oszlopban, 30 °C -on. Az igy eldkezelt
oszloptdltetekkel az “C” modszer szerint jartunk el a tovabbiakban.

Elékezelés kitozannal

Szilard kitozanbdl torzsoldatot készitettiink, ugy hogy 1% ecetsav tartalmt desztillalt

I1 koncentraciéra higitottuk. A kontroll kisérletekben a megfeleld ecetsav koncentraciot
alkalmaztuk. A mar higitott szuszpenzié minden mililiteréhez 0.2 g GAC-ot raktunk, majd
lasst keverés mellett 24 6ran 4t inkubaltuk 25 “C-on a hordozét. Az inkubacio leteltével a

kitilepedett hordozot 25 °C-on szaritottuk sulyallandosagig.

II.4. Pasztazd elektronmikroszkopos felvételek készitése GAC hordozon 1€vo

biofilmrol

crer

crc

acetonban felvett mintdkat kritikus pont szaritassal kezeltiik tovabb, majd 30-50 nm vastag

arany réteget alkalmazva készitettik a fotokat HITACHI S-2400 tipusu pasztazo

elektronmikroszkoppal a Szegedi Tudoméanyegyetem Novénytani tanszékén.
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111.5. A biofilmképzés soran kapott granulalt aktiv szén mintdk kezelése
A mintdk kezelése az alabbiak szerint zajlott:

e Denitrifikéacids aktivitds mérése — CoHo gatlasi modszer

e Fehérje és poliszaharid mennyiségi meghatarozas

e Szaraz tomeg mérése

I11.5.1. Denitrifikacids aktivitas mérése

Az oszlopokbol nyert mintakat az (0.3-0.7 g) 10 ml-es, gumidugdval zarhato iivegedényekbe
tettiik, majd 3 ml kemolitotrof tapoldatot helyeztiink rajuk, amely tapoldat 26 mg 1 NO3-N —
tal és 0.2 % ecetsavval egészitettiink ki (pH 7-re allitva). A baktériumfléra szaporodasat
elkeriilendd kloramfenikolt alkalmaztunk (1.2 mg 1') (Aragno és Schlegel, 1992). A
reakcioedényeket N> gézzal oxigén-mentesitettilk, majd acetilént fecskendeztiink az edények
gazterébelO tf % végkoncentraciora szamitva. A kultarakat 25 °C-on inkubaltuk lassu razatas
mellett. Az inkubalas leteltével vizsgaltuk a mintdk gazterének N>O tartalmat 0.1 ml minta
gazkromatografids analizisével.

A mintéak total N.O tartalmat az un. Bunsen adszorpcioés allandé alkalmazasaval szamitottuk
ki, az alabbiak szerint:

M = Cq4 VgtV a)

Ahol Cy a N20 gaz koncentracioja a gaz fazisban, Vg a gazfazis térfogata, Vi a folyadak fazis
térfogata és az a a Bunsen abszorpcios koefficiens, mely N2O géz esetében 25 °C-on 0.544
(Wilhelm és tsai., 1977). A denitrifikacids aktivitist mg N2O-N gramm? GAC-ra

vonatkozoan adtuk meg

I11.5.2. Fehérje meghatarozas

A mintdk minden grammjahoz (0.2-0.5 g nedves téomeg) 1 ml 1 N NaOH-t adtunk, majd
lezarva a 10 ml-es iiveg reakcidedényeket, 60 °C-os vizflirdében 2 6éran at inkubaltuk a
mintdkat. A mintdkat 10 percig ultrahangos fiirddben homogenizaltuk tovabb, majd a
folyadékfazist centrifugélassal (15 perc, 13 000 rpm) megtisztitottuk a tormeléktol.

A mintdk fehérjetartalmat Lowry és tsai. (1951) modszere szerint végeztiik el. A
kalibraciot bovine serum albumin (BSA) higitasi sorozattal végeztiik el. Az eredményeket mg

fehérje gramm™ GAC hordozéra vonatkozoan adtuk meg.
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I11.5.3. Poliszaharid meghatarozas

A mintdk minden grammjahoz 1 ml 0.01 M EDTA oldatot adtunk. 30 perc inkubalds utan
(250 rpm) razatas mellett 60 °C-os vizfiirddben) a mintdkbdl centrifugalassal eltavolitottuk a
tormeléket, majd az 6ssz poliszaharid tartalmat fenol-kénsav moddszerrel analizéltuk (Dubois
¢s tsai., 1956). A kapott eredményeket mg gliilk6z egyenértékben adtuk meg, 1 gramm GAC-ra

vonatkozodan.

II1.5.4. Tomegmeérés

A GAC mintdkat (0.3-0.7 g) tomegallanddsagig szaritottuk (105 °C, 3 6ra), majd analitikai

mérleggel meghataroztuk a tomegiiket.

111.5.5. N2O meghatarozas gazkromatograffal
Az alkalmazott gazkromatografias késziilék (GOW-MAC Inst. Co.Terrance, CA, USA)

hévezetoképesség detektorral volt felszerelve. Az alkalmazott oszlop Porapak Q (Supelco,
Inc., Bellefonte, PA, USA) volt. A detektor hémérséklete 50 °C volt, mig az alkalmazott
vivégaz (hélium) aramlasi sebessége 25 ml perc? volt. Az adatok kiértékelését Hewlett
Packard 3390A integratorral végeztiik. Az eredményeket 1 gramm GAC-ra vonatkozdan adtuk

meg.

I11.5.6. Populaciodinamikai vizsgalatok

Parhuzamosan 6 reaktort elinditva és a biofilmképzést elvégezve (“C”), kdzvetlen a telepités
utan, majd 3 és 6 hét lizemi periddust kovetden ledllitottunk 2-2 oszlopot, majd a hordozot
kiméletesen eltavolitottuk, igy hogy 3 cm toltet képzett egy mintat. A mintdk 1 g-jat 0.85%
NacCl és 0.01 % (tf) Tween 80 tartalmu oldat 10 ml-ében inkubdéltuk, erételjes keverés mellett.
A szuszpenziot ugy higitottuk, hogy egyéni telepeket kapjunk DSM1 taptalajra szélesztve. A

telepek azonositasa telepmorfologia és RAPD analizis alapjan tortént (Szekeres €s tsai. 2002).
1V. Reaktoriizemeltetés - iizemi koriilmények meghatarozasa.
IV.1. Altalanos ismertetés

Az alkalmazott reaktor-elrendezéseket a kovetkezoképpen neveztiik el, illetve jeloltiik:

EC+BR reaktor: a biologiai reaktor fizikailag el van kiilonitve a hidrogéntermeléstdl, az

elektrokémiai cella katodterétdl (ElectroChemical+Biological Reactor);

ECBR reaktor: a bioldgiai reaktor a katodtérben helyezkedik el.

41



A reaktorok fizikai paraméterei az aldbbiak voltak:

EC+BR ECBR
Teljes térfogat (ml) 550 60
Toltet mennyisége 370 35

(gramm GAC)

A reaktorra felmend, influens oldat 6sszetétele a kovetkezo volt:

NOs-N 23 mg
KH2PO4 50.0 mg
NaHCOs3 50.0 mg
csapviz 1000.0 ml

Ezt az oldatot altaldban 20 literes mennyiségekben készitettiik el, nem steril koriilmények
kozott.
A reaktorok allando 25 “C-os hdmérsékleten, temperalt szobaban helyezkedtek el, a tapoldat

aramlésat perisztaltikus pumpakkal oldottuk meg.

IV.2. Kisérletileg meghatarozott paraméterek

Input oldal
e A reaktorra felmend oldat, a tovabbiakban influens komponenseinek koncentracioja.

A komponensek koziil a legfontosabb a nitration szintje volt. Konstans koncentraciot
alkalmaztunk minden kisérletnél, a kivalasztott koncentracio igazodott az ivovizek, illetve
kozepesen ¢és alacsonyan szennyezett vizek tisztitasaval foglalkozo szakcikkekben
leirtakhoz. A nitrat szint mellett alland6 koncentracidban alkalmaztuk az egyéb tapanyag
Osszetevoket is (Anyagok és modszerek influens dsszetétel).

e Aramerdsség.
A rendszerbe jutd hidrogén szintje az aramerdsség fiiggvénye. A kisérletek soran
valtoztatott mennyiségek koziil ezt az értéket tudtuk a legpontosabban szabalyozni.

e Aramlasi sebesség.
Napi gyakorisaggal mértiik a reaktorokrol lejévé oldat térfogatat, amit ml min™ egységben
adtunk meg. A mérést kivitelezése soran 5 oran keresztiil gyiijtottiik a lefolyd oldatot,

térfogatat meghataroztuk, illetve ebbdl szdmitottuk az idéegységre esd mennyiségeket.
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Output oldal
e A reaktorrol lejovo, tovabbiakban effluens komponenseinek dsszetétele.

Nitrat és nitrit koncentracio, hatarértékként a WHO 4ltal elfogadott szintet vettiik alapul
(1 mg I NO2-N és 10 mg 1"t NOs-N). Ezenkiviil mértiik az effluens ammonia szintjét.

e Hidrogén koncentracio.
A Kkisérleti elrendezések miikodtetése soran a hidrogént, mint energia- és elektronforrast
feleslegben alkalmaztuk, igy feltétel volt az effluensben torténé megjelenése.

e Egyéb paraméterek.

Vizsgaltuk az effluens baktériumszamat és kémhatésat.

IV.3. Szamitott mennyiségek

Az input és output oldalon mért adatokbdl az alabbi mennyiségeket kaptuk a mért értékekbol,
szamitasok tjan:

e Fogyott nitrogén mennyiség (N lost). Mértékegység: mg 1™,

e Denitrifikacios aktivitas. Mértékegység: kg NOz-N m=d™L,

e Tartozkodasi id6 (HRT — Hydaulic Retention Time). Mértékegység: ora (h).

e Az alkalmazott drammennyiség felhasznaldsanak effektivitdsa (1), (dimenzi6é nélkiili

mennyiség).

IV.4. Mintavétel
A mintdkat naponta gyijtottiik. A tidpoldat tartdlyabol, az EC+BR reaktorok esetében az
elektrokémiai cella utan, és a reaktor utan vettiink mintat. A mintak térfogata 3-5 ml volt,
ezeket altaldban azonnal analizaltuk, vagy taroltuk 20 “C-on tovabbi vizsgalatokhoz. A
mintdkat a korabbiakban leirtaknak megfeleléen analizaltuk nitrat-, nitrit-  és

ammoOniatartalomra kolorimetrias modszerrel.

IV.5. Kolorimetrias nitrat-, nitrit- ¢ ammonia meghatarozas
A nitrat koncentracié meghatarozasat a Cataldo (1975) altal leirt modszer szerint végeztiik el,
kolorimetrids uton (Na-szalicildt reagens, 410 nm-en detektalt szarmazék). A
nitritmeghatarozast Snell (1949) szerint végeztiik szintén kolorimetrids Uton (szulfanilsavas
eljards, 560 nm-en detektalt szarmazékokkal). Az ammonia jelenlétét illetve mennyiségét

Nessler modszere szerint detektaltuk (Fishbein, 1967).
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IV.6. A folyadékban oldott hidrogén mérésére szolgdalo amperometrias modszer és
méroelrendezés

Kisérleteinkben egy oldott oxigén mérésére alkalmazott elektrokémiai mddszert (Schill, 1994)
modositottunk céljainknak megfelelden.

Abban az esetben, ha egy oxigén

elektrod polarizacidjat megforditjuk egy n —~—

potenciosztat segitségével (azaz +600 mV lesz Sk
a beallitott potencidlkiilonbség a platina & remar
elektrodon az Ag/AgCl referencia elektroddal Stu-ive\ 4 — 3M-osKCL
szemben), a platina felszinén oxidaci6 T~ «] Z:gym
jatszodik le, mégpedig a kozegben 1évé Hz .I-.- N {M .

oxidacidja, ahol a kapott jel 10. abra. Hidrogén mérésére alkalmazott elektréd

keresztmetszeti, sematikus képe
CE RE  WE

sztochiometrikusan ardnyos lesz az oxidalt

hidrogén mennyiségével (Wang és tsai., 1971).
Ez az eljaras azonban az eredeti, aranybol Potenciosztat

késziilt, atpolarizalt oxigén elektrédokkal o o O

alacsony érzékenységii volt. R

AAAA
Yy

Az Altalunk épitett mérdelektrod (10.

7
abra) esetében azzal értlink el nagy Voltméter

érzékenységet, hogy a platina elektrod feliiletét Ag/AGCI Pt

jelentdsen megndveltiik, ugy hogy a lap vagy

11. abra. Hidrogén mérésére alkalmas
elrendezés kapcsolas vazlata

Cella tartalmazott egy splrélls platlna szélat CE: Ellenelektr(’)d, RE: referenciaelektr(’)d,
WE: munkaeleketrod, R: ellenallas

sima drot helyett az elkészitett elektrokémiai

(WE: working electrode), és egy Ag'/AgCl

referencia (RE) elektrodot. A referencia

100
elektrod egy iivegesdben helyezkedett el, amit
porézus  ilivegmembrannal  (szinteriiveg) 80 Q
, i} . >
zartunk le. Ezt az livegesdvet (a £ o0 o
on
tulajdonképpeni referencia elektrodot) 2 ‘0 Q
=
helyeztiik el egy nagyobb iiveghengerben, a E @
platina elektrod tarsasdgdban. Az iivegcsd g 20
@
aljat polipropilén membrannal zartuk, melyet 0 . . . g
0 0,5 1 1,5 2

egy gumigylriivel rogzitettiink az tivegcsore. Oldott hidrogén koncentracio

(mmol I'1)

12. abra. Hidrogén elektrod kalibraciéja
108 Ohm-os ellenallas esetében kapott értékek 44
platina elektrédon, 25 °C.



Az elektrokémiai cellat egy potenciosztattal (Microstat Model 1503) kontrollaltuk, ugy
hogy az alkalmazott potencial +600 mV legyen (WE vs. RE). Mivel varhatéan a mérési
tartomanyunk a 10° amper tartomanyba esett, ezért egy igen pontosan meghatarozott 10°
Ohme-os ellenallast is be kellett iktatnunk. A potencialesés mérését egy digitalis pH mérdvel
végeztiik, ahol 1 mV valtozas megfelelt 1 nA-nek (11. abra).

Az elektrod kalibracidja soran kapott gorbe a rendszer hasznalhatdsagardl tanuskodik
az adott tartomanyban (12. abra), melyrdl leolvashat6, hogy a 0.6-0.8 mM oldott hidrogén
koncentracioig a kapott jel (mV) egyenesen aranyos a mért anyagmennyiséggel. Ez a
tartomany jol fedi a varhatéan vizben oldott hidrogén gaz mennyiségét, hiszen a hidrogén

maximalis vizben oldhaté mennyisége 1 mM.
1V. 7 Elektrokémiai alkalmazasok — elektrokémiai cellak
A kisérletek soran alkalmazott elektrokémiai cellak fizikai paramétereit a 7. tablaban foglaltuk

Ossze, illetve a keresztmetszeti képiiket a 13. dbran mutatjuk be.

7. tabla. Elektrokémiai cellak fizikai paraméterei

ECBR EC+BR
Elektrodok  Méret (cm) 17x9 12x7
Feliilet (cm?) 153 84
Katodtér Meéret (cm) 14x7x06 9x5x0.3
Teljes térfogat (cm®) 60 135
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13. abra. Az elektrokémiai cella keresztmetszeti képe

Elektrodok

Tépoldat illetve regenerald
oldat ki- és bemeneteli
nyilasa

Kilsé burkolat

Belso szigetelések

Elektrodtér

§
§
\
.
\
.

Membran

Mindkét elrendezés (EC+BR, ECBR) esetében az anéd 2 mm vastag platina boritasu
fémotvozet, mig a katddtérben 5 mm vastag szénelektrod volt. Az anodtérben 0.1 N H2SO4-at
recirkulaltattunk, a katédtéren keresztiill folyt a reaktorok tapoldata. A két félcellat
kationcserélé membran valasztotta el. Az ioncseréld membran szerepe a két rész fizikai

elvéalasztasa volt, mésrészt az elektronok megfeleld irdny dramlésat is biztositotta.

IV.8. Elektrokémiai celldk karbantartasa
Az EC+BR reaktorok esetében az aramerdsséget 50-100 mA kozott valtoztattuk. A varhatod
fesziiltség 6-15 V volt, fliggden az elektrodfeliiletre kivald csapadéktol. Abban az esetben, ha
a kivant aramerdsségek eldallitasdhoz sziikséges fesziiltség meghaladta a 15 V-ot, a cellat
lekapcsoltuk és 1 N HCI oldattal mostuk, majd desztillalt vizzel eltavolitottuk a

savmaradékot.

IV.9. Oszlopkészités, egyéb reaktor paraméterek
A reaktorokkal foglakozé részben leirt EC+BR reaktorok paraméterei a kovetkezok szerint
alakultak: egy 38.5 cm magas, 4.5 cm atmérdju livegcsovet megtoltottiink 550 g granulalt
aktiv szénnel, ahol a reaktor teljes térfogata ~600 cm® volt. Az ECBR reaktor esetében az

emelt térfogata katodtérbe (60 cm®) 35 g GAC keriilt.
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IV.10. HRT ¢és denitrifikdcios aktivitds értékek meghatarozasa kiilonb6z6
aramerdsségek esetében
Az adott aramerdsség esetében alkalmazott tartézkodasi idok fiiggvényében abrazoltuk az
effluens nitrittartalmat, majd nem-linearis regressziot alkalmazva gorbét illesztetiink a
pontokra (14. abra). A konkrét példa szerint: a kapott gorbe egyenlete alapjan kiszamitottuk,
hogy mely HRT értéknél teljesiti az egészségiigyi szabvany értékét. Az igy kapott HRT (2.55
ora) értékeken megvizsgaltuk, mennyi az adott reaktor denitrifikécios aktivitasa (0.181 kg N

m=3d?). A szamitasok elvégzéséhez GraphPad Prism programot hasznéltunk.

14. abra. HRT és denitrifikaciés aktivitas értékének szamitasa
konstans arameradssée esetén
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1V.11. Alkalmazott egyéb statisztikai modszerek, szamitogépes programok
Az egyéb statisztikai értékelésekhez Student t tesztet hasznaltunk, szignifikdnsnak tekintettiik
a valtozasokat, ha P értéke kisebb volt, mint 0,05. A felhasznalt programok Windows Office

98 csomag tagjai voltak.
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Eredménvek bemutatasa

1. Biofilmképzés eredményeinek bemutatasa

A feliileti sejtrogzitésen alapuld rendszerekben torténd bioldgiai denitrifikécid soran a szilard
hordozora kotddott biofilmben jatszédnak le a jellemzd folyamatok. Az itt bemutatandd
rendszerekben granulalt aktiv szén hordozot alkalmaztunk, amin harom, altalunk izolalt (M3,
M2, A4), és egy referencia torzzsel (P11 — Paracoccus denitrificans) képeztiink biofilmet. A
szakirodalomi adatok szerint a granuldlt aktiv szén széles korben elterjedt, mint inert és
szilard hordozd, amit egyrészt baktériumsziiré, masrészt magas adszorbcids képességének
koszonhet (Okochi és tsai., 1997, Mason és tsai., 2000). A denitrifikacio teriiletén, biofilm
hordozoként torténd felhasznalasrdl azonban kevés adat allt rendelkezésre. Ezért a reaktorok
megépitése eldtt célszerli volt elvégezni olyan kisérleteket, melyek a biofilmképzés

optimalizalasat céloztak.

1 1. Biofilmkeépzés GAC felszinen, oszlop elrendezésben

A biofilmképzés soran a baktériumoknak megfelelo koriilményeket kell biztositani a feliileti

adszorbciohoz és a szaporodashoz. A kovetkezo eljarasokat alkalmaztuk, mindegyik esetben

0Szlop elrendezést alakitva ki:

e Biofilm A modszer.
Az els6 mddszer az lizemi koriilmények alkalmazéasan alapult. Mivel a reaktorokban 1évo
baktériumokat anaerob, kemolitotr6f korilmények kozott kivantuk felhasznalni, a
biofilmképzés a tesztoszlopokon is hasonl6 feltételek mellett tortént.

e Biofilm B moddszer.
Ebben az esetben a biofilmképzés anaerob, de heterotrof koriilmények kozott zajlott le.
Célunk a magas biomassza mennyis€g elérése volt, ezért a mikroorganizmus kultarak
szaporodasahoz szerves szénforrast biztositottunk.

e Biofilm C mddszer.
Az ¢elozo két esettel szemben itt nem volt célunk a stabil biofilm kialakitasa, ezért
kihasznalva a GAC sziir6 és adszorbeal6 tulajdonsagat, a biofilmképzés elsé szakaszat, a
bakterialis adhéziot valositottuk meg. Tovabbi eltérés, hogy az el6zéekhez képest magas
kiindulasi sejtkoncentraciokat alkalmaztunk, biztositandd a biokatalizator vart

aktivitasahoz sziikséges baktérium szintet.
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1.2. Biofilmképzési modszerek osszehasonlitasa

A telepitett biofilmek esetében dsszehasonlitottuk az oszlopok kiillonb6z6 magassagaibdl vett
mintadk fehérje €és poliszaharid tartalmat (15/1. abra). Megvizsgaltuk a granulalt aktiv szén
feliiletén kialakult biofilmek denitrifikélo aktivitdsat kozvetleniil a biofilmképzési periddus
befejezése utdn, majd 6 hetes iizemelést kdvetden, mely anaerob, kemolitotrof koriilmények
kozott tortént (15/2. abra).

A biofilmek aktivitasa és a biofilmekben 1év6 baktériumok mennyisége aranyos a hordozo
feliiletén kotott fehérje mennyiségével. Az “A” és “C” moddszer esetében a biofilmképzési
szakasz utan kozvetlenill vett mintdk fehérjetartalma ugyan alacsony volt (0.1-0.5 mg g™
GAC), azonban ez jelentdsen megnovekedett az tizemi periddus alatt az M3, A4 és P116rzsek
esetében (1.2-1.8 mg g GAC). Az M2 térzsnél szamottevé ndvekedést nem tapasztaltunk, sét
az lizemi periddus utan még csokkent is az egységnyi hordozora esd fehérje mennyisége.

A “B” modszer esetében magas kiindulési értékeket kaptunk (az “A” és “C” mddszernél
2-6-szor magasabb: 1-2 mg g! GAC), majd az iizemi periddus alatt ezek jelentdsen
csdkkentek (0.3-0.7 mg g GAC). Ez arra utal, hogy a “B” modszer esetében a felszaporodott
mikroorganizmusok jelentds része nem képez biofilmet, csak laza ko-aggregacids kapcsolattal
csatlakozik a hordozohoz.

A biofilmek minéségét, stabilitasat meghatarozza az azt alkotd6 mikroorganizmusok altal
termelt extracellularis poliszaharidok mennyisége is. Ennek alakulasa a kiilonboz6
izolatumok esetében, a harom telepitési modszer esetében hasonléan alakult (<0.5 mg g™
GAC), és az lizemi periddus utan minden esetben jelentdsen megndvekedett az egységnyi
hordozéra esd poliszaharid mennyisége (>10 mg g! GAC). Az iizemi periddus utdni
legmagasabb poliszaharid termelést az M2 torzsnél tapasztaltunk mindharom telepitési
modszer esetében.

A hordozén 1évo poliszaharid- és fehérjemennyiségek aranya jellemzd a biomassza
extracellularis poliszaharid termeld képességére. A telepitést kovetden minden izoldtum
esetében az “A” modszer esetében talaltuk a legmagasabb poliszaharid:fehérje aranyokat. Az
tizemi periddus utan mindegyik telepitési eljards esetében emelkedett az egységnyi
biomasszara esd poliszaharid mennyisége.

A reaktorok teljesitménye szempontjabol a hordozo egységnyi tomegegységére eso
denitrifikacios aktivitast érdemes megvizsgalni. Az M3, A4 izolatum és a P11 referencia torzs
esetében azt tapasztaltuk, hogy az “A” és “C” képzési eljaras esetében (viszonylag alacsony
kezdeti aktivitasokkal ~0.04 mg N2O g* GAC), a hathetes {izemeltetés utdn magas aktivitasi
értékek voltak mérhetdek (~1 mg N2O gt GAC). Az M2 torzs esetében az “A” eljaras és az
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Izolatumok

Protein tartalom Poliszaharid tartalom
(mg gt GAC) (mg g* GAC (gliikoz ekv.))

M3

M2

.5

0,5

Ad

P11

15/1. abra. Biofilmképzés GAC hordozén kiilonb6zé izolatumokkal és médszerekkel, a
kisérleti elrendezés hirom magassagaban.

A-I: Biofilm “A” képzés utan, A-1I: Biofilm “A” iizemi periodus utan (fehér oszlop)

B-I: Biofilm “B” képzés utan, B-II: Biofilm “B” lizemi periddus utan (sziirke oszlop)

C-I: Biofilm “C” képzés utan, C-1I: Biofilm “C” iizemi peridodus utan (kék oszlop)

Az oszlopmagassagokat a Z tengelyen, cm-ben adtuk meg.
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Izolatumok

Denitrifikacios aktivitas

Specifikus poliszaharid tartalom
(N20 mg gt GAC)

(Gliikéz ekv. mg mg™* protein)

M3

M2

Ad

P11

A-l A-ll B-I B-ll C-1 C-ll

15/2. Abra. Biofilmképzés GAC hordozén kiilonboz izolatumokkal és médszerekkel, a
kisérleti elrendezés harom magassagaban.

A-I: Biofilm “A” képzés utan, A-1I: Biofilm “A” iizemi periodus utan (fehér oszlop)

B-I: Biofilm “B” képzés utan, B-1I: Biofilm “B” {izemi perioédus utan (sziirke oszlop)

C-I: Biofilm “C” képzés utan, C-V: Biofilm “C” {izemi perioédus utan (kék oszlop)

Az oszlopmagassagokat a Z tengelyen, cm-ben adjuk meg.
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lizemi periddusok befejezése utan is igen alacsony értékeket kaptunk (~0.04 mg N2O g*
GAC), ami arra utal, hogy ez az izolatum nem kedveli a kemolitotrof, anaerob koriillményeket.

A “B” eljaras esetében, minden izolatum esetében az aktivitas a biofilmképzés utan magas
értékeket mutatott (~0.2 mg N20 g GAC), azonban az iizemi periddus utan az aktivitas
értékek elmaradtak a masik két mddszer esetében tapasztalttol, ami egyértelmiien a biofilm

pusztulasara utal.

A fehérje és poliszaharid szintek, valamint a denitrifikacios aktivitdsok mellett érdemes
Osszehasonlitani a kiilonbozo tipusu telepitések idoigényét. Az “A” és “B” moddszer esetében
6 napos (48+96 o6ra) anaerob koriilmények kozotti inkubacid utan vizsgaltuk a jellemzo
paramétereket, mig a “C” modszernél mindez 24 oOrat vett igénybe, ami a gyakorlati

alkalmazasnal elényt jelenthet.

1.3. A kialakult biofilmek térbeli eloszlasa oszlop elrendezésben

Mivel a biofilmképzést oszlop elrendezésben végeztiikk el, igy a mikroorganizmusok
(biomassza) térbeli elhelyezkedését is figyelemmel kisérhettiikk a hordoz6 fehérjetartalmanak
mennyiségének meghatarozasaval. Az {lizemi periddus megkezdése eldtt az “A” és “B”
modszer esetében a hordozd fehérje tartalma kozel egyenletesnek mutatkozott, mig a “C”
modszernél az oszlop els@ szakaszaban tapasztaltunk magas fehérje értékeket. Ezt azzal
magyarazzuk, hogy mig az “A” és “B” moddszer eset¢ben a mikroorganizmusok a hosszu
inkubacids 1d0 alatt szaporodni is képesek voltak, addig az “C” moédszer esetében a hordozo
GAC sziird tulajdonsagat hasznaltuk ki, ahol az oszlop elrendezés els6 szakasza kototte meg a
mikroorganizmusok jelentds részét.

A bemutatott eredmények alapjan a “C” moddszert taldltuk a legelonydsebbnek, igy a

késébbiekben ezt a modszert vizsgaltuk és fejlesztettiik tovabb.
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1.4. A Biofilm C modszer részletes vizsgadlata

1.4.1. A biofilmképzés fazisai

Megvizsgaltuk a  biofilm  kialakuldsanak
kiilonbozo szakaszait pasztazo
elektron-mikroszkopos modszerrel. A
szakirodalmi adatok szerint a biofilm képzés {6
szakaszai a mikroorganizmusok kitapadasa a
hordozora, a mikrobidlis ko-agregdtumok
kialakuldsa és a stabil biofilm kialakulasa,
melyet egy dinamikus egyensuly jellemez
(Scott és tsai., 1995, Bos és tsai., 1999).

A felvételek tanulsaga szerint (16. dbra)
az altalunk alkalmazott torzsek esetében is
hasonloé fazisokat kiilonithetiink el, ahol az elso
Iépés a mikroorganizmusok adszorbcidja a
hordoz¢ feliiletére. Az 1. képen jol lathatoak a
kitapadt baktériumok, melyek kozott még nem
figyelhetd ~meg  kapcsolat. Az  {izemi
koriilmények kozott mikodo reaktorbol vett 3
napos mintdk esetében mar lathatdoak Un.
halészerti képzédmények, melyek valosziniileg
bakterialis eredetli extracellularis poliszaharid
eredetli képletek (2. kép nyilak). Hosszabb id6
elteltével (>1 hét lizemi koriilmények kozott) a
biofilm teljesen homogén képet ad, a tOmor
extracellularis matrixnak kdszonhetéen (3.

kép).

16. abra. A biofilm kialakulas 1épései

Pasztazo elektronmikroszkopos felvételek,
melyeken M3 torzs altal képzett biofilm lathato,
“C” modszerrel, iizemi koriilmények Kkozott
inkubalva.
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1.4.2. A “C” modszer tovabbi vizsgalata és optimalizalasa

A tovabbiakban célunk a minél nagyobb kotott biomassza mennyiség elérése volt a hordozé
feltiletén, mivel az eddigi eredmények arra utaltak, hogy a magasabb fehérje tartalom nagyobb
aktivitast jelentett.

e A Kkitlizott cél megvalositisahoz elészor a feliileti adhézié pH fiiggését akartuk

crer

paraméter a kozeg hidrogén ion koncentracioja (Freeman és Lilly, 1998).
e Ezutdn annak a lehetdségét vizsgaltuk, hogy hogyan lehet a hordoz¢é feliileti adszorbcids

kapacitasat novelni felilletmodositéd elékezelést alkalmazva.

Itt két kiindulasi koncepcionk volt: az elsd szerint kevert mikroorganizmus populaciok
esetében magasabb kitapadt biomasszat kapunk. Arra alapoztuk ezt a hipotézist, hogy a
mikroorganizmusok kozott kialakulo kapcsolatokat altalaban olyan kolcsonhatasok alakitjak,
melyekben egyes, extracellularis poliszaharidok is fontos szerepet jatszanak (Vijayan és
Chandra, 1999). Mivel az M2 izolatum viszonylag magas poliszaharid termeld aktivitast
mutatott a biofilmképzés soran, ezért feltételezhetd volt, hogy eldsegitheti mas, magasabb
denitrifikacios aktivitasu torzsek kitapadasat, mikrobidlis ko-aggregatumok létrehozasat.

A masik eldkezelési modszer esetében a granuldlt aktiv szén feliiletét kezeltiik olyan
anyaggal, mely eldsegiti a baktériumok kitapadasat. A kisérletek soran kitozant alkalmaztuk,
mely vizoldhatd deacetilalt forméja a természetes eredetli kitin poliszaharidnak, amelyet
mikrokarrierként is alkalmaznak sejttenyészetek esetében (Gemeiner és tsai., 1994), tehat

bizonyitottan képes sejtekkel kapcsolatot 1étrehozni.
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1.4.2.1 A pH hatasa az adhéziora

A kornyezet kémhatasa jelentésen befolyasolta a GAC felszinére torténé mikrobidlis

kitapadast. Szakirodalmi adatok is alatdmasztjak, hogy a biofilmképzés kezdeti szakasza fiigg

a kiils6 koriilményektdl (Bos €s tsai., 1999), ami egyértelmilen megmutatkozott az M2, M3 és

A4 torzsnél, mig a P11 térzsnél nem tapasztaltunk ilyen hatést. Jellemz6 modon, mindhdrom

torzs esetében a magasabb pH értékek kedveztek a mikroorganizmusok adszorbcidjanak (17.

abra).

Szabad sejtek mennyisége (ODsso NM)
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Inkubacids ido6 (6ra)

17. 4bra. Izolatumok kitapadasanak pH fiiggése GAC hordozén

Az alkalmazott kémhatasok és jeldlésiik a kovetkezo: pH 4.5: 4

pH 8.4: -A -.

pH 7.0: o
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Inkubaciés id6 (6ra)
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—& ¢
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1.4.2.2 Az M2 térzs hatdsa az adhéziora
Mint lathaté volt a korabbiakban, az M2 torzs magas poliszaharid termelé aktivitasokkal
rendelkezett az alkalmazott biofilmképzési modszerek esetében. Az extracellularis
poliszaharidok szerepének ismeretében a biofilmképzésében és a térzsre vonatkozd kisérleti
tapasztalatok alapjan megvizsgaltuk, hogy a torzs alkalmazasaval novelheté-e a hordozo
M2 izoldtummal elokezelt GAC hordozén. A harom vizsgalt térzs esetében az A4 torzsnél
tapasztaltunk magasabb kikotddést, a kontroll, M2 tdrzzsel nem kezelt GAC hordozd hoz
képest. A kapott eredmények arra utalnak, hogy az M2 torzs elOsegiti a mikrobidlis
ko-aggregaciot az A4 izolatummal, igy alkalmazasaval emelhet6 a toltet aktivitasa (18. abra).
Az M2 torzs kedvezd hatdsa arra utalt, hogy a késdbbiekben kialakitand6 reaktorok
esetében fontolora kell venni a kevert mikrobidlis populdciok alkalmazéasat magasabb

aktivitasu biofilmek elérésének érdekében.

@

Szabad sejtek mennyiség (ODsgo NM)
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18. abra. A4 torzs adhézioja M2 torzzsel elokezelt GAC hordozon

Az M2 torzzsel elokezelt GAC-on kapott adszorbeids gorbe (pH7): O,
a kontroll, kezeletlen hordozon kapott adszorbcios gorbe: 4.
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Fehérje tartalom (mg g* GAC)

1.4.2.3 A kitozan hatasa a biofilmképzésre

A kitozédn, mely a kitinhez hasonléan baktériumkotd tulajdonsaggal rendelkezik, olyan
specifikus lektinekkel képes kialakitani kotést, melyek a baktériumok felszinén fordulhatnak
el6 (Gildemeister €s tsai., 1994). Ez a tulajdonsaga felhasznalhatova teszi mikroorganizmusok
immobilizalasra, hordozok feliileti kapacitasanak emelésére.

Az alkalmazott feliiletkezelés, melynek soran a szolubilizalt kitozan oldatban eldinkubaltuk a
hordozo6t, emelte a kikotodott baktériumok mennyiségét, de csak az A4 torzs esetében (19.

abra), mig az M2, M3 és P11 torzsek esetében nem tapasztaltunk eltérést.

0,9 . 0,15
8 ~ ﬁ
0,6 g0t
) g0 r -
f £3 :
g E %
- A FHirH
% £ <2 T T [
[ £9 T
I =
03 | 2 To05 |
T
L
0 1 1 I 0 1 1
2 36 74 2 36 74
Oszlop magassag (cm) Oszlop magassag (cm)

19. abra. A4 torzs adhézioja kitozannal el6kezelt hordozéra

Az oszlop elrendezésben kapott protein és denitrifikacios aktivitasokat abrazoltuk. Kontrollként a
kitozan oldoszerében (1% ecetsav) elokezelt GAC-ot alkalmaztunk (iires oszlop: kontroll GAC-on
kapott eredmények, kockas oszlop: kitozannal kezelt GAC.
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1l. Két szakaszos reaktorok miikédtetésébdl szarmazo eredmények bemutatdasa

A korabbiakban ismertettilk a dolgozatban alkalmazott bioaktiv toltetet, illetve annak
létrehozasat. A kovetkezOkben az alkalmazott reaktorelrendezéseket, azok mikodését
ismertetjiik.

Célunk az volt, hogy a mar kordbban ismertetett izolatumokkal képzett denitrifikalo
toltetek alkalmazéasaval hidrogén-fiiggd, folyamatos ilizemii denitrifikalé bioreaktorokat
épitsiink, és azok optimalis miikddési paramétereit meghatdrozzuk iizemeltetésiik soran,
figyelembe véve a hatalyos egészségligyi hatarértékeket, kiilonds tekintettel az ivovizek

esetében megadott nitrat és nitrit szintekre.

1l.1. Két részes (EC+BR) reaktorok

Az ECHBR reaktor elrendezésnél a A

nitratmentesitendo viz (nitrattartalmu oldat

- influens) eldszor az elektrokémiai cella s

katodterén folyt keresztiil, ahol telitddott PPV,

hidrogénnel, majd a bioaktiv toltetet

Ef

tartalmazd oszlopra, a denitrifikacio

helyére folyt (20. &bra).

Mivel rendelkezésinkre  alltak

adatok az alkalmazott mikroorganizmus

torzsek biofilmképzd képességérdl ¢és In

denitrifikalo aktivitasarol, ezért négyféle 20. abra. EC+BR reaktor vazlatos elrendezése

toltetet készitettlink: A4 izolatum, M3  B: bioreaktor; C: ramforréas; An: andd/anodtér; K:
katéd/katodtér; R: regeneralo oldat; In: influens; Ef: effluens.

izolatum, P11 referencia torzs és BMIX

(M3, M2, A4 ¢és P11 torzsek keveréke) tartalmit, (a reaktorokra a kdnnyebb kovethetdség

miatt a toltet képzésekor hasznélt mikroorganizmus jelolése alapjan hivatkozunk a

tovabbiakban). (Az M2 izoldtumot nem alkalmaztuk kiilon, mivel a biofilmképzésnél kapott

adatok alapjan nem talaltuk eléggé effektivnek a torzs denitrifikacios képességét). A toltetek

tizemi koriilmények kozott torténd alkalmazadsdval adatokat kaptunk az egyedi torzsek

denitrifikdcios aktivitasardl, illetve ezzel 6sszehasonlithattuk a kevert populacio aktivitasat. A

reaktorokat az input és output oldalon mért paraméterek szerint jellemeztiik, melyeket az

Anyagok és modszerek fejezetben foglalunk ssze.
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11.2. Altalanos osszehasonlitds
Az EC+BR reaktorok miikodtetése kozben mértiikk az effluensek nitrit- és nitrattartalmat,

melyekbdl kiszamitottuk a denitrifikacios aktivitast. Ezeket a mennyiségeket az eltelt ido
fliggvényében abrdzoltuk, bemutatva az aramerdsség és az aramldsi sebesség hatasat is a

reaktorok effluensének Osszetételére a négy toltet esetében (21/1, 21/2, 21/3 és 21/4. abra).

Az abrakbol a kiilonbozo toltetek tulajdonsagait, aktivitasat csak nagy vonalakban lehet
Osszehasonlitani, azokat a szdmszerli adatokat, melyekkel egy nitrdtmentesitd reaktort lehet
jellemezni, nehéz megadni. Ennek egyik oka, hogy a megépitett rendszerben az dramlési
sebesség biztositasaért felelds perisztaltikus pumpak nem birtak konstans sebességeket
produkalni.

Az adatok ilyen abrézolasa viszont képet ad a reaktorok iizemeltetése soran tortént
eseményekrdl, az aramldsi sebesség vagy aramerdsség alakuldsarol, illetve az effluens és
influens jellemzd Osszetételérol.

Az tlizemi koriilmények kozott miikodé reaktorok esetében két, a denitrifikacios
aktivitast befolyasold, kiils6 paramétert valtoztattunk. Ezek a tartézkodasi id6 ¢és az
alkalmazott aramerdsség voltak. A tartdzkodasi id6 (HRT) hatdrozza meg a reaktortérben 1évo
szubsztrat (nitrat, nitrit stb.) lebontdsara, felvételére rendelkezésre all6 i1d6t, mig az
alkalmazott aramerdsség a rendszer hidrogéntartalmat befolyasolta. Az optimalizalas soran az
effluens nitrit- és nitrattartalmat tekintettiik vezérlé paraméternek, a WHO altal megadott

hatarértékek ismeretében és azokhoz igazodva (NO,-N<1 mg I, NO;-N<10 mg I'%).
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21/4. abra EC+BR reaktor diagrammok. Toéltet: BMIX torzs keverék
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11.3. Minimalis tartozkodasi idok (HRT) meghatarozasa EC+BR reaktorok esetében

Az aramlasi sebesség csokkentése a reaktorokrdl lejovd nitrit szint csokkenését okozta,
konstans aramerdsségek mellett. A torzsek kozott jelentds eltérések adodtak; a
referenciatdrzsként alkalmazott P11 torzs és az A4 izoldtum esetében viszonylag alacsony
nitrit szinteket (NO2-N<3 mg I!) csak alacsony dramlasi sebességek esetében kaptunk (V<0.5
ml mint). Az M3 és a BMIX (térzsmix) esetében magasabb aramlasi sebesség értékek
alkalmazasaval is (V=1 ml min) elérhetd volt ez a szint (21. 4bra).

Az adott toltetek esetében statisztikai modszereket alkalmazva meghataroztuk azt a
minimalis HRT értékeket, melyek alkalmazasa esetén az effluens nitrit és nitrat szintje
megadott hatarok kozott eléri a WHO altal megallapitott hatarértéket az effluens NO2-N
tartalmara nézve (8. tdbla). Mivel az effluens NO3z-N tartalma ezekben a tartézkodasi
tartomanyokban az egészségiigyi hatarérték alatt maradt, ezért erre kiilon nem tériink ki.

8. tabla. Minimalis tartézkodasi id6k EC+BR reaktorok esetében 1 mg 1" NO2-N
nitrit szint, mint hatarérték esetében (R?>0.8)

Toltet 50 mA 70 mA 80 mA 100 mA
M3 4.23 ora 2.15 ora 2.25 ora 2.11 ora
BMIX 3.22 o6ra 2.46 oOra 2.26 ora 1.98 6ra
Ad 4,91 6ra 5.06 ora - 3.99 6ra
P11 > 10 ora > 10 ora - ~ 10 6ra

A kapott adatok alapjan az M3 és BMIX toltetek esetében minimalisan 2-2.5 ora kortl
tartdzkodasi idok alkalmazasaval, 70 mA, illetve ennél magasabb dramerdsségek esetében mar
hatarérték alatti nitrit szintekre lehet szdmitani. Az A4 izolatum esetében ez az 1d6 mintegy
kétszer ekkora, mig a Pllreferencia torzs esetében 10 ora koriili tartdzkodasi idok esetén

csokkenne a hatarértékig a nitrit szintje.

11.4. Denitrifikacios aktivitasok megallapitasa EC+BR reaktorok esetében

A denitrifikdlé bioreaktorok Osszehasonlitdsdnal €s altalanos jellemzésénél a gyakorlatban
alkalmazott mennyiség a hatarérték alatti NO3-N ¢és NO2-N értekek esetén szamithato
denitrifikaciés aktivitas (kg N m? d%), aminek kiszamitasat az Anyagok és médszerek
fejezetben ismertettiik.

A legmagasabb szamitott denitrifikdcios aktivitassal a BMIX és az M3 izolatumot tartalmazo
toltetek rendelkeztek, az A4 és P11 torzsek esetében jelentdsen alacsonyabb aktivitasokat

kaptunk (9. tabla).
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9. tabla. Denitrifikacios

aktivitasok

osszehasonlitasa kiilonb6z6

mikro-organizmusokat tartalmazo toltetek esetében EC+BR reaktoroknal

(Aktivitas: kg N m2d?)

Torzs 50 mA 70 mA 80 mA 100 mA
M3 0.090 0.161 0.173 0.199
BMIX 0.121 0.168 0.193 0.240
A4 0.049 0.052 - 0.062
P11 <0.020 <0.020 - 0.034

11.5. Az elektrondonor szerepe — hidrogén limitacio
A reaktorok tlizemeltetése folyaman arra torekedtlink, hogy a hidrogén ne legyen limitald

tényez0, igy minden alkalmazott d&ramerdsség és tartozkodasi id6 esetében hidrogént lehetett

crer

csOkkentése milyen hatdssal van a denitrifikdciora, konkrétan az egyik legnagyobb

aktivitasokat mutat6 toltet, a BMIX esetében.

Azt tapasztaltuk, hogy
alacsonyabb aramerdsségeknél azonos
tartozkodasi  idét  alkalmazva a
denitrifikdcios aktivitdsok csokkenek.

(22. abra). Az effluens oldott hidrogén
tartalma 40 mA-es aramerdsségnél érte
el a kimutathatosagi hatart, majd 30 és
20 mA-nal a reaktorok effluensébdl nem
tudtunk kimutatni hidrogént, és ezzel

parhuzamosan az aktivités is csokkent.

Denitrifikacios aktivitas

(kg N m2d?)

0,3 r

0,2

5 ¢ 9

F

40

20 60 80 100

Aramer8sség (mA)

22. abra EC+BR reaktor denitrifikacios
aktivitasanak aramerdsség fiiggése
A reaktor BMIX toltetet tartalmazott, HRT: ~ 3 ora.

65



11.6. Az alkalmazott aramerdsség felhasznalasanak effektivitdasa
A rendszer-optimalizacié soran ugyan nem torekedtiink a leghatékonyabb aramfelhasznalasra,

mivel a hidrogént feleslegben biztositottuk, azonban a reaktorok ilizemeltetési koltségének
egyik f6 alkotdja a felhasznalt arammennyiség, ezért megvizsgaltuk a befektetett
toltésmennyiség felhasznalasanak hatékonysagat.

A komplett nitratredukcio6 az alabbi, egyszerusitett képlet szerint folyik le:

NOs +5e + 3 H0="2 Nz + 6 OH"

Az egyenlet szerint 1 mol nitration 2 mdl nitrogénné torténd redukalasahoz 5 mol elektron
sziikséges. Ezen adat felhasznaldsaval kiszdmithatjuk, hogy az elméletileg sziikséges
toltésmennyiség hogyan aranyul a gyakorlatban felhasznalthoz, amit a n dimenzi6o nélkiili

mennyiség jellemez.

A szamitasokhoz a kovetkez6 egyenlet hasznaltuk fel (Sakakibara és Nakayama, 2001):

(I/5FV)

’r‘]_

Cnozinf/HRT

Ahol 1= az alkalmazott dramerdésség (Coulomb oral), F= Farraday konstans (96 485,309
Coulomb éra™), V= a reaktor folyadék térfogata, Cnosint = az influens nitrattartalma (mol 1)

¢s a HRT= tart6zkodasi 1d6 (ora).

Az eredeti kozleményben leirt egyenletben az influens nitration tartalma szerepelt,
feltételezve, hogy az a kisérlet soran teljes mértékben lebomlik. Megfeleld valtoztatasok utan
az egyenletet értelmezhetjiik azonban ugy is, hogy a n értek az adott aramerdsség melletti
maximalisan elfogyaszthato nitrat helyett a gyakorlatban fogyott nitrat mennyiségére
vonatkozik. Erre azért van sziikség véleményiink szerint, mivel az altalunk iizemeltetett
reaktorok esetében nem volt cél az effluens nitrattartalmanak nulldra csokkentése, igy az
egyenlet apro valtoztatasaval jobban kozelitettiink a valdsagos adatokhoz. Ennek megfeleléen
az alkalmazott egyenletben a Cnoas-inf mennyiség helyett Cniost (fogyott nitrat mennyisége (mol
I1)) mennyiséget hasznaltunk.

A n érteket ugy magyarazhatjuk meg egy konkrét példan keresztiil, hogy abban az
esetben, ha a rendszerbe vitt toltésmennyiség hatasara termelddott hidrogén teljes mértékben a

denitrifikacio elektronsziikségletére forditodik, akkor a m értéke 1. Abban az esetben, ha
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egynél nagyobb értéket kapunk, akkor a sziikségesnél nagyobb aramot alkalmazunk (példaul,

ha az egyenlet eredménye 2, akkor a bevitt toltésmennyiség kétszerese az elméletileg

sziikségesnek).
10. tabla. Szamitott n értékek EC+BR reaktorok esetében
Toltetek 50 mA 70 mA 80 mA 100 mA
M3 3.35 3.45 3.65 3.95
BMIX 3.25 3.25 3.25 3.25
A4 4.20 4.99 - 5.78
P11 > 18 > 18 - 17.25

A tébla szdmadatai azt jelzik (10. tabla), hogy minden esetben a sziikséges toltésmennyiség
tObbszOrosét hasznaltuk. Ennek az volt oka, hogy a reaktorok iizemeltetése soran arra
torekedtiink, hogy a hidrogén feleslegben alljon rendelkezésre. Ettdl eltekintve, az alkalmazott
torzsek kozott jelentOs eltéréseket tapasztaltunk az dramfelesleget tekintve.

Az eltérések oka a kiillonb6zd toltetek (illetve mikroorganizmus torzsek)
denitrifikacios aktivitasa. A hatékonyabb, kisebb tartdozkodasi id6t igényld toltetek esetében
(M3, BMIX) a n értéke alacsony, mig az alacsonyabb aktivitasu torzsek esetében (A4, P11)
magasabb. Ez azt is jelenti, hogy az M3 ¢és BMIX tartalmu toltetek esetében az
aramfelhasznalas hatékonysaga nagyobb volt.

A kiilonbozo torzseket tartalmazd toltetek esetében a mn értéknek csokkentését
alacsonyabb 4ramerdsségek alkalmazasaval is el lehetett volna érni. Mint bemutattuk (22.
abra), a legmagasabb aktivitdisu BMIX torzs esetében a 40 mA alatti dramerdsségek
alkalmazdsa az aktivitds romlasaval jart. Az M3 ¢és BMIX torzshoz képest alacsonyabb
denitrifikacios aktivitasokkal rendelkez6 P11 és A4 torzsek esetében nem tartottuk gyakorlati
szempontbol 1ényegesnek az ilyen irdny tovabbi kisérleteket, mivel egyrészt célunk egy
minél nagyobb aktivitasu reaktor kidolgozasa és optimalizalasa volt, és nem az 0sszes torzsre
jellemzd optimum értékek megadasa, masrészt az aktivitas varhatéan hasonlo jelleggel

csokkent volna.
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11.7. Denitrifikacio térbeli lokalizacioja a reaktoron beliil

A legkedvezdbb paraméterekkel (legnagyobb denitrifikacios aktivitds, legalacsonyabb nitrit
akkumulaci6) rendelkezd toltet, a BMIX esetében analizaltuk az oszlop kiilonb6zo
magassagaiban tapasztalhatd effluens Osszetételét, azaz megvizsgaltuk, hogy tapasztalhat6-e
eltérés az oszlop kiilonb6z6 részein a denitrifikacios aktivitdsban. A méréseket olyan

feltételek mellett végeztiik el, ahol az effluens nitrat- és nitrittartalma gyakorlatilag nulla, azaz

a teljes denitrifikécio lejatszodik (100
mA, 4.5 ora tartozkodasi id0).

A mérések eredménye szerint
(23. abra) jellemzd profilt mutat a
nitrat és nitrit szint alakuldsa a
reaktorban a magassag fiiggvényében.
A reaktor elsd, legals6 szakaszan a
nitrdt szint hirtelen csokkenésével
egyiitt  jar6  ugrasszeri  nitrit
akkumulacié a jellemzd. A tovabbi

részeken a nitrit és a maradék nitrat

szintje folyamatosan csokken, mig az

Osszes fogyott nitrat (N lost) szintje
emelkedik, a reaktor masodik felében

pedig mar csak nitritredukcid

torténik.
A kapott mintdzat hasonlit a
batch

elrendezésben  lejatszodo
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g
=20
=
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Z
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Oszlop magassag
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23. abra. EC+BR  reaktorokban lejatsz6do

denitrifikacios folyamatok térbeli elhelyezkedése

NOz-N szint az effluensben: -O-, NO.-N szint effluensben:
-0-, N lost: -A-. Az oszlop magassag adatai a kiindulastol
értendéek, az oszlop elejétél Miikodési paraméterek: toltet
BMIX, 100 mA és 4,5 6ra tartozkodasi id6

(7-1 Bw) N2ON

denitrifikacios kinetikdk altalanos alakuldsara (Batchelor és Lawrence, 1978, Kesserti €s tsai.,

2002), csak esetiinkben a folyamatok idébeni elkiiloniilése (a reaktor-) térben is megnyilvanul,

mivel folyamatos izemi, atfolyos rendszerrdl van szo.

11.8 Egyéb paraméterek vizsgalata

A reaktorok effluensének nitrat- és nitrittartalma mellett vizsgaltuk az ammonia mennyiségét,

mely lehetséges bakteridlis termékként megjelenhet. A kisérlet iddtartalma alatt nem

tapasztaltuk az ammonia megjelenését.
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Vizsgaltuk tovabba a kdzeg kémhatéasat. Tapasztalataink szerint a kiindulasi tapoldat 7

koriili pH-ja az elektrokémiai cella katodterén torténd athaladas utan 7.5-7.8-ra emelkedett, a

bioreaktor elhagyasa utdn megkozelitette a 8— 8.5-0s értéket.

A kezelt viz csiraszama 10%-10° db sejt mI™t koriili érték volt, gyakorlatilag minden

aramlasi érték esetében ebben a tartomdnyban kaptunk értékeket, fliggetleniil a toltetek

mindségétol.

11.9. Populaciodinamikai vizsgalatok

Mivel a reaktorkisérleteknél alkalmazott
toltetek kozill a BMIX jelzési volt a
legnagyobb aktivitas, ezért elvégeztiink
egy olyan kisérletsorozatot, melyben azt
vizsgaltuk, hogy az ilizemi koriilmények
kozott miikodo reaktorban hogyan valtozik
a mikroorganizmusok ardnya. Az azonos
koriilmények kozott inditott €s lizemeltetett
reaktorokbol harom idépontban vettiink
mintdkat, melyekbdl meghataroztuk a
mikrobidlis 0Osszetételt (24. abra), ¢és a
kovetkezOket allapitottuk meg:

o A toltet mikroorganizmus
populé-cioi dinamikus valtozdson mennek
at, azonban a kiindulasi
mikroorganizmusok maradnak talsulyban a
vizsgalt iddszakban.

. A négy torzs koziil a P11 izolatum
mennyisége erdsen lecsokken, a dominans
torzsek az M3 és A4.

o A nem-steril koriilmények ellenére
nem jelentek meg jelentés mennyiségben mas
mikroorganizmusok,

melyek a  toltet

denitrifikacios aktivitasat esetleg
csokkent-hették volna. Ez arra utal, hogy az

izoldtumok az alkalmazott koriilmények
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24. abra. Nem-steril, iizemi koriilmények kozott
miikodé reaktor (BMIX toltet) denitrifikalé
mikrofléra mintazatanak alakulisa

Az oszlopok a mintavételi helyeket jelolik (X
tengely, minden oszlop 3 cm magasagot foglal
magaban, ahol az 1. minta az oszlop kezdete), a
figgbleges tengelyen a toltetrél izolalhatod
mikroorganizmusok aranya talalhato, szazalékban.
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kozott stabil mikroflorat hoztak 1étre, azaz a szelekcios nyomds nem teszi lehetévé mas, nem

kivant mikroorganizmusok elszaporodasat. Masrészt az alkalmazott biofilm telepitési modszer

(“C”) esetében a kiindulasi sejtszamok magasak (>108 db sejt gramm?® GAC), ami

megakad-alyozhatja mas mikroorganizmusok szaporodasat, illetve eldnyt jelent a jelenlévo,

mesterségesen telepitetteknek.

11.10. Gyakorlati tapasztalatok az EC+BR reaktorok alkalmazasa soran

A reaktorelrendezés az ilizemeltetés soran teljesitette azokat az elvarasokat (stabil iizemmod,

alacsony tlizemeltetési koltségek, egyszerii kezelés), melyeket egy haztdji, kistizemi

rendszert6l elvarunk. A  rendszerek folyamatos mukodtetése sordn az aldbbi

hibalehetdségekbdl adodo tapasztalatokat gytijtottiik ossze:

Elektrokémiai cella katodterének tisztitasa.

Az elektrokémia cella lizemletetése soran konstans dramerdsségeket alkalmaztunk. Ohm
torvénye szerint egy elektromos fogyasztd esetében igaz, hogy I=R/U (ahol I= az
aramerdsség, R= a fogyasztd ellenallasa, U= az alkalmazott fesziiltség). A lejatszodo
elektrokémiai folyamatok miatt a katdd feliiletén lerakodd karbonatok novelik a cella
ellenallasat, és a konstans aramerdsségek eldallitasahoz sziikséges fesziiltséget is (5.
tabla). Az elektrokémiai cella lizemeltetésének koltségeit az alkalmazott aramerdsségek
eldallitdsahoz sziikséges fesziiltség hatdrozza meg, azaz magasabb ellenallasti cella
esetében magasabb koltségekkel kell szadmolni, azonos aramerdsségek esetében. A
fesziiltség valtozdsdnak nyomon kovetése segit ezt a problémat megoldani. A katdd
feliiletére kivalo karbonatokat savas kezeléssel rovid id6 alatt el lehet tavolitani.

Az lizemeltetés soran, a kordbbi homokagyas reaktorok tapasztalataibol okulva,
gazbuborékok képzddeésére szamitottunk, melyek csokkentik a reaktor hasznos térfogatat
¢és aktivitasat. Az alkalmazott hordoz6, a GAC esetében nem tapasztaltunk stabil
légzarvany képzddeést, azok csak iddlegesen (1-2 nap) voltak megfigyelhetdek.

A reaktorok miikddési idejét a benniik 1évé mikroorganizmus populacid mennyisége
szabta meg. Egyes reaktorok esetében, ahol az iizemidé meghaladta a 200 napot, olyan
mértékli biomassza felhalmozddast tapasztaltunk, mely gatat jelentett a tapoldat
aramlasanak. Erre a problémara még nem talaltunk megoldast, valoszinii, hogy a tapoldat

Osszetételének valtozatasaval csokkenteni lehet a mikroorganizmusok szaporodasi ratajat.
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111. Egy szakaszos reaktorok (ECBR) miikodtetésebol szarmazo eredmények

bemutatasa

Az ECBR reaktorok kialakitasakor egy olyan elrendezés 1étrehozéasara torekedtiink, melyben,
hasonléan a mar korabban leirt rendszerekhez (Sakakibara és tsai., 1994), az elektrokémiai
uton eldéallitott hidrogén mar a katodtérben hasznosul a bioldgiai denitrifikdcid
energiaforrasaként. Célunk volt e rendszerek hibainak kikiiszobolése, hatékonysaganak
javitdsa. Mint a bevezetd részben emlitettiik, az elsé elektrokémiai és bioldgiai modszert
0tvozo denitrifikalo rendszerben (Sakakibara és tsai., 1994) a katdd feliiletén neveltek aktiv
denitrifikalo biofilmet. Ennek a mddszernek két hatranya volt: egyrészt a keletkez6 hidrogén

fizikailag kérositotta a biofilmet, masrészt a biofilm kialakitasara szolgalo feliilet kicsi volt.

I11.1. Az ECBR reaktor

25. abra. ECBR reaktor vazlatos elrendezése
Az altalunk kifejlesztett eljaras soran

az emelt térfogata katodteret granulalt C:arramforras, R: regeneralé oldatl(IN kénsav), B: bioaktiv
toltet a katod térbenAn: anodtér, K: katédtér, In: influens,

aktiv szén szemcsékkel toltottiik fel, Ef:effluens

majd biofilmet képeztink (“C” C
modszer szerint) a celldban (25. dbra).
Az igy kapott reaktor mar B
nagyobb feltileti biofilmmel T T
rendel-kezett, és a keletkez6 hidrogén 10 : K q
nem karositotta azt, mivel az nem a | il
katod feliiletén helyezkedett el. i — O ] : O Ef
An K
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I11.2. Az ECBR reaktorok iizemeltetése soran kapott eredmények bemutatisa
Az ECBR reaktorok iizemeltetése soran kétféle toltetet vizsgaltunk, mindkettét “C”

modszerrel telepitettiik. A toltetek kivalasztdsdnal az jatszott szerepet, hogy meg akartuk
vizsgalni, hogy az EC+BR reaktorelrendezésben kapott adatok alapjan alacsony, illetve magas
aktivitassal rendelkez6 toltetek hogyan viselkednek ebben az elrendezésben. A kivalasztott
alacsony aktivitasu toltet az A4, a magas aktivitasu pedig a BMIX (t6rzsmix) volt.

Hasonléan az EC+BR reaktorokhoz, mértik az effluens nitrat-, nitrit- és
ammoniatartalmat, kiszamitottuk a denitrifikacios aktivitast. A kapott adatokat, valamint az
aramlasi sebességet és az aramerdsségeket abrazoltuk az eltelt id6 fiiggvényében (26/1 és 26/2
abra).

A Kkét reaktorelrendezés miikodtetése soran kapott mérési és szamitasi adatok
Osszehasonlitdsdhoz, kiillondsen a tartdzkoddsi idd esetében, figyelembe kell venni az eltérd
reaktortérfogatokat. Az EC+BR reaktorok esetében ez 600 ml, mig az ECBR elrendezésnél 60
ml. A bioaktiv toltet kozel egy nagysagrenddel kisebb térfogata ellenére az aramlasi
sebességek az EC+BR reaktorok esetében alkalmazottakéval hasonl6 tartomanyba estek és az
effluens nitrit szintjei is hasonld tartomanyban voltak. Eltérés, hogy a nitrat szint viszont

jelentds volt (5-10 mg I NO3-N) a reaktor effluensében.
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26/1 abra. ECBR reaktor diagrammok. Toltet: A4 izolatum
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111.3. Minimalis tartozkodasi idok (HRT) meghatarozasa ECBR reaktorok esetében
Az EC+BR reaktorokhoz hasonloan itt is az effluens analizalasa utjan kapott mérési adatokbol

kiindulva, nem-linearis regressziot alkalmazva hataroztuk meg a sziikséges minimalis
tartozkodasi idoket, melyek alkalmazasa esetén az effluens nitrit illetve nitrat szintje a

hatarérték kozelébe vagy alé kertiil (11. tabla).

11. tabla. A tartézkodasi idék alakulisa ECBR reaktorok
esetében, kiillonb6z6 aramerdsségek esetében

Toltet 20 mA 50 mA
BMIX 0.30 6ra 0.28 6ra
A4l 0.51 6ra 0.41 6ra

Megallapithatjuk, hogy az ECBR reaktorok esetében a WHO 4altal megszabott ivoviz nitrit és
nitrat szintjének eléréséhez sziikséges tartozkodasi idé mindkeét toltet esetében kisebb volt az
azonos toltettel lizemeltetett EC+BR reaktorokndl tapasztalhatd értékeknél. A kapott HRT

értékek esetében kiszamitott denitrifikacids aktivitdsokat a 12. tabla tartalmazza.

12. tabla. Denitrifikacios aktivitasok osszehasonlitasa kiilonb6z6
mikroorganizmusokat tartalmazé toltetek esetében ECBR
reaktoroknal (Aktivitas: kg N m™ d?)

Toltet 20 mA 50 mA
BMIX 0.299 0.377
A4l 0.215 0.301

A denitrifikacids aktivitasok esetében is hasonld volt a tapasztalat, mint a tartézkodasi idok
esetében, vagyis az ECBR elrendezés esetében magasabb aktivitasokat kaptunk, mint az

azonos toltetek esetében az EC+BR reaktoroknal.
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111.4. Az alkalmazott aramerdsség felhasznalasanak effektivitasa
Az EC+BR reaktorokhoz hasonloan, megvizsgaltuk, hogy a felhasznalt toltésmennyiség

milyen ardnyban hasznosul az ECBR reaktorok esetében (13. tabla).

13. tabla. Szamitott 1 értékek ECBR reaktorok esetében

Toltet 20 mA 50 mA
BMIX 2.61 6.09
A4 4.10 7.05

A toltés, illetve aramfelhasznalés effektivitasanak értékei arra utalnak, hogy hasonléan
az EC+BR reaktorokhoz, itt is a sziikségesnél magasabb hidrogén-koncentraciot
alkalmaztunk, amit megerdsitett a reaktorok effluensének oldott hidrogén tartalmanak

meghatarozasa, mely szerint az oldat telitett volt, és a gdztér is tartalmazott hidrogént.

A meglepden rovid

tartozkodasi idére és magas 30

denitrifikacios aktivitasra

ma-gyardzatot kellett _

keresniink. Az alkalmazott Hé 20

mikro-organizmus torzsek g

azonosak voltak, és g 10

figyelembe véve az EC+BR g

reaktor eseteben  kapott < 0 | : \
eredményeket is, valoszind, 0 1I%ezelési 6 (pe§8 30
hogy az aktivitds novekedés

nem Dbiologiai folyamatok 27. abra Nitrit ionok szintjének csokkenése elektromos aram
eredménye. ElsOsorban ?St:af; V, I=50mA)

elektro-kémiai reakciokra kell

gondolni, melyek soran csok-kenhet a nitrit szint. A nitrat-szint csdkkenése a katodtérben
bizonyitottan nem megy végbe, ugyanis az EC+BR reaktorok esetében a nitratszinteket az
elektrokémiai cella és a bioreaktor kozott, illetve a bioreaktor utan mértik, és szamottevo
kiilonbséget nem talaltunk (<1%). Ezért azt feltételeztiik, hogy a katddtérben olyan
elektrokémiai reakcidok jatszodhatnak le, melyek sordn a nitrit redukalodik. A kérdés

crer

oldatokat, majd konstans aram ¢és fesziiltség-értékek mellett inkubaltuk a rendszert. Azt

76



tapasztaltuk, hogy a nitrit koncentracidja erdsen csokkent az alkalmazott dramerdsségek
esetében (27. dbra).
Megvizsgaltuk a kezelt oldatok kémhatasat, és azt talaltuk, hogy azok savas kémhatastiak
(pH 3-4) voltak.
Ezek a mérések arra utalnak, hogy az ECBR reaktorok magas aktivitas értékeinek
elérésében nemcsak biologiai, hanem elektrokémiai reakciok is szerepet jatszanak. Tovabba a
szamitott n értéke is moddosul, mivel az alkalmazott téltésmennyiség a vizbontdson tul a

nitritionok redukcidjéra is forditodott.

111.5 Egyéb paraméterek vizsgalata

A reaktorok effluensének nitrat- és nitrittartalma mellett vizsgaltuk az ammonia mennyiségét,
mely lehetséges bakteridlis termékként megjelenhet. Méréseink szerint a kisérlet iddtartalma
alatt nem volt tapasztalhaté az ammodnia megjelenése.

Az effluens kémhatdsanak vizsgalata azt mutatta, hogy az EC+BR reaktorokkal
ellentétben a bioaktiv toltetet tartalmazé katddteret elhagyd oldat pH-ja gyengén savas, illetve
kozel semleges (pH 6.4-7.1) volt.

Az alkalmazott lizemi paraméterek esetében az effluens baktériumszama elérte a

10%-5.0x10° db sejt ml™? értéket.
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Eredménvek értékelése

1. A biofilmkeépzés eredményeinek értekelése

Mivel az elkészitendd reaktorokat folyamatos, atfolyos lizemben terveztilk mitkddtetni, ezért
célszerl volt rogzitett sejtes elrendezést kifejleszteni az adott izolatumok felhasznalasaval.

A felszini és a gélpolimerbe torténd rogzitési eljarasok koziil az eldbbi mellett
dontottiink. Ennek oka egyrészt az volt, hogy az ivoviz- és szennyviztisztitasban altalanosan
elterjedt a baktériumok biofilmképz6 tulajdonséagait kihasznald feliileti rogzités, masrészt
néhany alkalmazastol eltekintve (Kis-Toth és tsai., 1996) nem ismeretes olyan eljards, mely
olyan gélszerkezetet eredményezne, mely megdrzi stabilitasat az adott koriilmények kozott.

A hordozo kivalasztasanal szerepet jatszott a nagy fajlagos feliilet, az inertség
denitrifikacio és a baktériumok szempontjabdl, valamint az egyszerii kezelhetdség. Ezen
elofeltételeknek megfelelt a GAC, mely elterjedt hordozdé mas biologiai eljarasokban
(Caldeira és tsai., 1999, Armenante ¢€s tsai., 1996), de az ivovizkezelés teriiletén is
alkalmazzak, mint baktérium-mentesitésre alkalmas szlir6t (Camper ¢&s tsai., 1985).

A reaktorok elkészitéséhez sziikséges bioaktiv toltet fejlesztése sordn tehat granulalt
aktiv szén feliiletére telepitettiink biofilmet. A biofilmek telepitése soran harom izolatumot és

a referencia torzset, illetve ezek ismert 6sszetételll keverékét alkalmaztuk.

1L1. A biofilmképzési modszerek osszehasonlitdsa

Haromféle telepitési modszert vizsgaltunk, igymint:

J Biofilm A moédszer: Eredménye egy anaerob, kemolitotrof koriilmények kozott
képzett biofilm.
J Biofilm B modszer: A telepités anaerob korilmények kozott, szerves

szénforras felhasznaldsaval tortént.

. Biofilm C modszer: A biofilmképzés elsd, adheziv szakaszat valositottuk meg,

kihaszndlva a hordoz6 és a mikroorganizmusok fiziko-kémiai és feliileti sajatsagait.

A telepitési mddszerek Osszehasonlitdsa soran azt tapasztaltuk, hogy az anaerob, heterotrof
biofilm telepités (“B”) nem eredményezett stabil és magas aktivitasii biofilmet. A szerves
szénforras felhasznalasaval az izolatumok ugyan nagy mennyiségli biomasszat képeztek,

azonban az ilizemi periddus alatt a biofilm, illetve a bakteridlis ko-aggregatmok destrukcidja
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ment végbe, ami a toltet jelentds aktivitasvesztését vonta maga utan. Emellett a telepités
koltségeit noveli a szerves szénforrds adagolasa, illetve magasabb a kiils6 fert6zodés esélye is.
Az anaerob, kemolitotrof telepitéssel (“A”) stabil biofilmet lehet képezni; ennek
aktivitdsa magas, azonban az alkalmazott koriilmények kozott a mikroorganizmusok
novekedési sebessége lassu, emiatt a biofilmképzés e modja iddigényes.
A “C” mddszer, ahol csak a biofilmképzés kezdeti, adhézios szakaszat valositottuk meg,
szintén hasonlé magas aktivitast ¢€s stabil biofilmet eredményezett. Ez arra utal, hogy egyrészt
a hordozoként alkalmazott granulalt aktiv szén j6 adszorbense a mikroorganizmusoknak, amit
az igy képzett oszlopok fehérje profilja is mutatott (15/1 abra), masrészt az alkalmazott
mikroorganizmusok az anaerob, kemolitotrof tizemi koriilmények kozott — ahogy az “A”
képzés esetében is lathattuk — képesek a biofilmképzés tovabbi 1épéseit véghezvinni. Ezt a
megfigyelést pasztazo elektronmikroszkopos felvételekkel is megerésitettiik (16. abra), ahol a
talalt feliileti, bakterialis képletek egyezést mutattak mas szerz6k munkaiban leirtakkal (Scott

és tsai., 1995).

I.2. Mikroorganizmusok a biofilmben

A harom biofilmképzési modszer kivitelezése soran kapott eredmények azt mutattdk, hogy az
M3 és A4 izolatum, illetve a P11 referenciatorzs képes biofilm 1étrehozasara granulalt aktiv
szén feliiletén, kemolitotrof, anaerob koriilmények kozott. Ezzel szemben az M2 torzs gyenge
eredményeket adott: az “A” modszer esetében mar a telepités utan, illetve a mindharom
modszert kovetd lizemi periddus befejeztével a mért egységnyi hordozéra esé denitrifikdcios
aktivitas €s proteintartalom erdsen visszaesett (15/1-15/2. dbra). Ez az eredmény joOl egyezik a
szakirodalmi utalasokkal, mely szerint a torzs (Pseudomonas stutzeri) obligat heterotrof. A
torzs alkalmazasa esetén azonban az iizemi periodusok utdn az egységnyi hordozora esd
poliszaharid mennyiség magas volt. Erre a megfigyelésre alapozva az M2 torzs magasabb
poliszaharid termeld képességét a késobbiekben ki is hasznaltuk a toltet elokezelésére. A torzs

magas poliszaharid termeld aktivitasat mas szerzok is megerdsitették (Stanley és tsai., 1994)

1.3. A “C” modszer tovabbi optimalizalasa

A tovabbi kisérletekben mar csak a “C” mddszert alkalmaztunk, mivel ez a telepitési mod
stabil, magas aktivitasu biofilmet hozott 1étre, rovid elékészités utan. Célunk volt olyan
eljarasok kidolgozasa, melyekkel meg lehet emelni a granulélt aktiv szénen képz6dd biofilm

mennyiségét és aktivitasat.
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J6 modszer volt a kdozeg kémhatdsanak emelése, mely pozitiv eredményt adott a harom
izolatumnal (M2, M3 ¢és A4), mig a referencia torzsnél (P11) nem volt jelentds hatasa (17.
abra).

Az inert hordozo feliiletkezelésére tett kisérletek is hoztak pozitiv eredményeket.

Mivel az M2 torzs magas poliszaharid termeld tulajdonsagot mutatott a biofilmképzési
kisérletek elso felében, ezért ezzel a torzzsel elokezeltiik a hordozot. A vart hatas azonban
csak az A4 torzs esetében volt megfigyelhetd, hasonldan a kitozannal torténd eldkezelés soran
kapott eredményekhez (18-19. ébra).
Valoésziniileg az M2, M3 ¢és P11 torzsek esetében olyan feliileti molekula nem talalhatd, mely
képes kotést kialakitani a kitozdnnal, viszont az A4 izolatum tartalmazhat kitozan kotod
faktort. Az M2 torzzsel eldkezelt hordozd esetében hasonlo jelenségrdl beszélhetiink. Bar
konkrét kisérleti eredményekkel nem rendelkeziink, feltételezhetjiik, hogy az A4 és az M2
torzs kozott valamilyen feliileti kompetencia 1étezhet, mely lehetdvé teszi a mikrobidlis
ko-aggregatumok kialakulasat.

A granulélt aktiv szén adszorbcids kapacitdsanak novelésére tett kisérletek egy része
pozitiv eredménnyel végzddott, melyek jobb megértéséhez és a gyakorlatban torténd
alkalmazasukhoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Ezért a tovabbi, reaktorokkal folytatott

kisérletekben a “C” képzési modszert alkalmaztuk, kezeletlen granulalt aktiv szén hordozodval.

1.4. A granulalt aktiv szén, mint hordozo a denitrifikalo reaktorok esetében
A GAC, mint hordozé feliileti adszorbcids képessége fontos volt a “C” modszer
kifejlesztésében, tovabba szemcsemérete miatt az tizemi koriilmények kozott nem okoztak

gondot a keletkezd gazbuborékok, szemben egy homokégyas reaktorral (Soares és tsai., 1991).
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1. A bioreaktorok miitkodesének értékelése

11.1. Denitrifikacios aktivitasok, tartozkodasi idok

Az aktiv toltetek birtokaban kétféle reaktorelrendezést épitettiink meg. Az elsé tipus esetében
az elektrokémiai cella és maga a bioreaktor térben elkiiloniilt (EC+BR elrendezés, 20. ébra),
mig a masodik esetben a bioldgiailag aktiv toltet a katdodtérben helyezkedett el (ECBR
elrendezés, 25. abra).

Mindkét esetben stabil miikodést tapasztaltunk, a reaktorok alkalmasak voltak a
feladat elvégzésére, azaz az ivoviz hidrogén-fiiggd nitratmentesitésére.

A kemolitotrof denitrifikdcio egyik gyakorlati probléméja a magas nitrit akkumulacid
(Soares és tsai., 1991), ami az altalunk iizemeltetett reaktorok esetében is tapasztalhato volt.
Ez er6sen fiiggott a biofilmet képezd baktériumtol, a tartdozkodasi id6tél (HRT) és az
aramerdsségtol. Azonos tartozkodasi idok €s aramerdsségek esetében, az EC+BR reaktoroknal
az A4 és P11 tartalmu toltetek mutattak magas nitrit-akkumulaciot, majd az M3 kovetkezett,
¢s a legalacsonyabb szinteket a baktériumkeverékkel késziilt toltet mutatatta (BMIX) (21/1,
21/2, 21/3 és 21/4 abra). A hosszabb tartozkodéasi idék mindegyik toltet esetében
csokkentették a nitrit mennyiségét, hasonldéan a magasabb aramerdsséghez.

A reaktorok jellemzése soran a kapott mérési adatokbol matematikai modszerekkel
meghataroztuk a minimalis tartdzkodasi idoket, melyek teljesiilése esetén az effluens nitrit €s
nitrat szintje kielégiti az egészségiigyi hatarértékként megadott értékeket.

A szamitdsok alapjan megallapitottuk, hogy az aramerdsség emelése csokkentette az
egészségiigyl hatarértékek eléréséhez sziikséges tartozkodasi iddt, azonban a kiilonbdzd
torzsek €s reaktor elrendezések esetében jelentds eltérések adodtak. Az M3 ¢és a BMIX
torzskeveréket tartalmazo reaktorndl az 50 mA-rél 100 mA-re torténd aramerdsség-emelés a
tartozkodasi 1d6t kozel felére csokkentette az EC+BR elrendezés esetében, addig az A4 és P11
tartalmu reaktor esetében ilyen éles hatds nem volt megfigyelhetd (8. tabla).

Az ECBR reaktoroknal rovidebb tartozkodasi idoket kaptunk, altalaban fél ora koriili
értekeket, melyek joval kisebbek az EC+BR elrendezés azonos toltetli, de eltérd
konfiguracioju és térfogath reaktorainal tapasztaltaknal (11. tabla).

A szamitott, idedlis tartozkodasi idok felhasznalasaval meghataroztuk az adott HRT
értékhez tartozo denitrifikacios aktivitdsokat. Az EC+BR elrendezéseknél, az M3 és BMIX
toltetli reaktorok aktivitasa jelentdsen meghaladta a masik két esetben kapott értékeket (A4 és
P11) (9. tabla). Az ECBR reaktorokndl, hasonléan a tartozkodasi 1ddk esetében

tapasztaltakhoz, ismét kedvezdbb értékeket kaptunk (12. tabla), melyek még az egyébként
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alacsony aktivitasi A4 toltetnél is magasak voltak (EC+BR: 0.049 kg N m™ d? és ECBR:
0.301 kg N m3d?, 50 mA esetében).

11.2. Elektrokémiai folyamatok lehetosége az ECBR reaktoroknal

Az ECBR reaktorok rovid tartdozkodasi id6 értékei és a hozzajuk tartozé magas aktivitasok
felvetették, hogy nemcsak mikrobidlis, hanem elektrokémiai folyamatok 1is szerepet
jatszhatnak a teljes nitratredukcio folyamataban.

Vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy egy baktériummentes, a kisérleteknek megfeleld
koriilmények kozott mikodd (aramerdsség, fesziiltség) elektrokémiai cellan atfolyd nitrat
mennyisége nem, mig a nitrité jelentésen csokken (27. abra). Ez arra utal, hogy a nitrit
lebontasanak elektrokémiai okai vannak, amire érdemes részletesebben is kitérni.

A korédbban ismertetett elektrokémiai adatok szerint az aldbbi reakcidk jatszodhatnak

le a katodtérben (Feleke, 1998, Stumm, 1981):

14. tabla. Elektrokémiai cella katéd terében lejatszodé elektrokémiai

reakciok
Elektrokémiai reakcio (katéd)
2 H20 + 2" = H2 + 20H" (e0=-0.828 V) E-1
NO2 + 6H20 + 6" = NH4" + 8 OH" (e0=-0.212 V) E-2
NO2 + H2 O+ e =NO + 2 OH" (e0=-0.46 V) E-3
NOs + H20 + 26" = NO2 + OH" (e0=0.017V) E-4

Mint az elektrokémiaval foglalkozo fejezetben ismertettiik, az adott rendszerben a
hidrogénfejléddés a kedvezményezett folyamat a standard elektrokémiai potencialok alapjan
(E-1), azonban a kisérleti eredmények azt jelezték, hogy a nitrit esetében mas reakciok is
lejatszodhattak. Ahhoz, hogy pontosan meg tudjuk mondani, hogy mely egyéb reakciok
jatszodnak le, ismerni kell a katéd potencialjat valamilyen referencia elektrodhoz képest,
azonban ezt a mérést a rendelkezésre allo eszkozokkel nem tudtuk megoldani, igy csak
kisérleti eredményekre alapozott hipotéziseket allithatunk fel.

Méréseink szerint viszont a felirt reakcidegyenletek koziil az E-2 megvaldsuldsa nem
valoszinl, mivel ammoniat nem tudtunk kimutatni a kezelés utan, valamint az ammonia
termelddése a kdzeg kémhatasat emelte volna, mig a tapasztalat azt mutatta, hogy az csokkent.

Ez a kisérleti tapasztalat az E-3 reakcid mellett sz6l, mivel a nitrogén-monoxid vizben
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oldddva salétromos savat képez. Meg kell jegyezni, hogy maga az alacsony kémhatasu kézeg
viszont a bakterialis denitrifikéciora hat kedvezden.

Tehat feltételezhetjiik, hogy az ECBR reaktorokban a denitrifikacié elsd, nagy
reakciosebességli 1épése, a nitrat redukcidja nitritté, bakteridlis folyamat, mig a nitrit

tovabbalakitasa bizonyos mértékig az elektromos aram hatasara torténik.

11.3. Az alkalmazott aramerdsség hatasanak vizsgalata

Az alkalmazott aramerdsségek ismeretében kiszamithato a keletkezett hidrogén mennyisége.
Ebbdl és a fogyott nitrdt mennyiségébdl meghatarozhatdo a reaktorok miikddése soran
alkalmazott aramerdsség felhasznalasnak gazdasagossaga.

Mindkét reaktorelrendezés esetében azt tapasztaltuk, hogy a felhasznalt dramerdsség az
elméleti sziikséglet tobbszorose. Megvizsgalva a hidrogénkoncentracid valtoztatasanak
hatasat a denitrifikacids aktivitdsra, azt tapasztaltuk (EC+BR reaktor, BMIX tdltet), hogy a
csOkkend hidrogén mennyiség egyértelmiien negativ hatassal volt a denitrifikacios aktivitasra
(22. abra).

Erdemes azonban azt is megjegyezni, hogy a BMIX és M3 toltet esetében kozel
azonos hidrogén felhaszndlasi effektivitdsokat (10. tabla) kaptunk az alkalmazott kiilonbdzd
aramerdsségek esetében, az A4 ¢és P11 esetében ez az érték viszont csokkent. Ez a jelenség
valdsziniileg az alkalmazott mikroorganizmusok élettani sajatsagaira vezethetdek vissza, ahol
egyrészt a mikroorganizmusok denitrifikdcidos enzimeinek, masrészt a hidrogén
felhasznalasért felelés hidrogendzoknak lehet szerepe e kiilonbségek kialakulasaban. Itt
szintén feltételezésekre kell tamaszkodnunk, mivel mérési adataink csak a torzsek
denitrifikacios aktivitdsarél vannak, mely szerint az A4 és a P11 torzsek alacsonyabb
aktivitdsokat mutattak, mint az M3 torzs, de kiillonbségek adodhatnak a torzsek hidrogenaz
aktivitasainak szintjeiben is.

Az alkalmazott aramerdsség felhaszndldsanak szamitasakor kapott értékek
értelmezésekor figyelembe kell venni, hogy ezek az adatok csak tdjékoztatd jellegliek.
Ugyanis a modszer (Sakakibara és tsai., 2001) szerint a termel6dott hidrogén csak a
bakteridlis denitrifikdcié sordn hasznalodott fel. Azonban ez az allitds megkérddjelezhetd,
mivel a hidrogén egy kemolitotrof koriilmények kozott mitkodd mikrobidlis rendszerben
varhatéan mas szintézis folyamatok soréan is felhasznaldédhat, mint elektrondonor (asszimilativ

folyamatok).
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11.4. Mi torténik az iizemi periodus alatt a reaktor belsejében?

A reaktorokra vonatkozé eddigi eredmények és szamitasok soran a bioreaktorokban 1évé
folyamatokkal nem foglalkoztunk, csak az input és output oldalt vizsgaltuk. Az EC+BR
reaktorok esetében elvégeztink két kisérletsorozatot, melyek eredményeivel a reaktor
belsejében lejatszodd folyamatokat jellemezhetjiik. Igy megvizsgaltuk a kevert mikrobialis
populacid valtozasat és a denitrifikdci6 folyamatanak alakuldsat az oszlopmagassag
fliggvényében.

A kiilonbozd toltetet tartalmazd EC+BR reaktorok esetében figyelemreméltd volt,
hogy az M3 és BMIX téltetek hasonlo szintii aktivitasokat produkaltak azonos aramerdsségek
¢és tartozkodasi idok esetében. Ebben minden bizonnyal szerepe van annak a jelenségnek,
hogy a kevert populacid dsszetétele jelentds valtozason ment keresztiil az lizemeltetés alatt és
az M3 torzs (Paracoccus pantotrophus) lett a meghatarozo faj. Ez a torzs jellemzését ismerve
érthetd, ugyanis egyértelmi utaldsok vannak a kemolitotr6f anyagcseréjére.

Ez magyaradzat arra, hogy az alkalmazott koriilmények (anaerob, kemolititrof
kornyezet) kozott az alkalmazott térzsek koziil ez az izolatum képes legjobban elszaporodni
¢és valik a “legsikeresebb” fajja. A masodik legnagyobb mennyiségben eléfordulo torzs, az A4
izolatum fennmaradasa (Ochrobactrum anthropi) szintén varhatdo volt, mivel egyes
szakirodalmi forrasok szerint olyan helyekrdl izolaltdk, ahol egyébként kemolitotrof
koriilmények, de legalabbis alacsony szerves anyag forras volt jelent (Gu, 1998).

A vizsgalt kevert populacio harmadik kimutathato torzse az M2 jeli (Pseudomonas
stutzeri) volt, ami viszont obligat heterotrofként jellemezett. Hipotézisiink szerint az M2
izoldtum a biofilmben lejatsz6d6 dinamikus folyamatoknak az eredményeként létrejovo
elpusztult biomasszat, extracellularis anyagokat hasznalja fel.

A torzskeverék negyedik tagja a kemolitotrof anyageserére képes P11 (Paracoccus
denitrificans) volt. A torzs aranya az lizemi periddus alatt folyamatosan csokkent, annak
végén nem volt szamottevd mennyiségben kimutathatd. Erre magyarazatot nem tudunk adni,
bar megvizsgaltuk a torzsek esetlegesen egymasra kifejtett novekedés-gatld hatasat, de nem
talaltunk ilyen effektust (24. abra).

Ez a vizsgalat arra is valaszt adott, hogy miért 6rzi meg stabilitasat a reaktor. A
toltetek mikroorganizmus-0sszetételét vizsgalva kideriilt, hogy a BMIX toltet esetében a négy
kiindulasi torzson kiviil mas, a nem steril lizemi koriilményekbdl adodo esetleges kiilsd
fertdzésként a rendszerbe keriilo torzsek elenyész6 mennyiségben fordultak elé. Ez a

megfigyelés arra is bizonyiték, hogy a megvalositott biofilmtelepitési modszer (“C”) hatékony
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¢s stabil biokatalizatorok készitésére alkalmazhato, a kezdeti magas biomassza elényt ad az
alkalmazott baktériumoknak a reaktor telitéséhez.

Az EC+BR reaktor elrendezés és a legmagasabb aktivitdsokat mutatd toltet, a BMIX
baktériumkeverék esetében megvizsgaltuk, hogy a reaktoron beliil hogyan szeparalodik a
denitrifikdcio folyamata (23. abra). A kapott eredmények alapjan megallapithatd, hogy a
1épése a reaktor tovabbi szakaszaiban jatszodik le. A reaktorban torténd fizikai szeparacio,
figyelembe véve, hogy folyamatos lizemd, atfolyds rendszerrél van szd, az adott reakciok

idébeni sorrendjét is jelzi.

I1.5. Reaktorok karbantartasa — gyakorlati tapasztalatok

Mint az elektrokémiai részben és a két reaktorelrendezésnél is ismertettiik, az elektrokémiai
cellak lizemeltetése sordn a kémiai precipitacié a legnagyobb probléma. Ez a kombinalt,
ECBR reaktorok esetében hossza tdvon a cella ellenallasanak olyan mérvii ndvekedéséhez
vezethet, ami mar a gyakorlati alkalmazas ellen sz6l. Az EC+BR reaktorok esetében a cellak
levalaszthatdéak a bioreaktorokrdl, egyszertien és gyorsan tisztithatok. Ezek a gyakorlati
tapasztalatok az EC+BR reaktorok alkalmazasa mellett szolnak, a viszonylag kisebb aktivitasi

eredmények ellenére.

11.6. Uzemeltetési koltségek
A kovetkezOkben néhdny szamitason keresztiil szeretnénk bemutatni a reaktorelrendezések
gyakorlatban torténd miikodtetésének gazdasagossagi oldalat.

Azt feltételezve, hogy a rendszerek olyan helyeken lesznek alkalmazva, ahol vezetékes
viz nincs, és a talajviz (fart kutak) vize hatarérték feletti nitrattartalommal bir (100-200 mg I
NO3) a human felhasznalasti ivovizet palackozva lehet beszerezni, ennek koltsége a
kovetkezOk szerint alakul:
2001 évi arakon szamitva a nitrattal szennyezett telepiilésekre szallitott ivoviz onkoltsége 8
Ft/liter koriili 6sszeg. Ebben szerepel a tiszta viz ara, a palackozési koltség €s a szallitasi
koltségek.
Egy négy s csalad ivoviz igénye kb. 10 liter/nap = 80 Ft/nap =29 200 Ft/év.

Az Osszeg nem tartalmazza a palackok arat, a palackozd kapacitas kiépitéséhez sziikséges
beruhazasi koltségeket €s a palackok Ujra felhasznalasaval kapcsolatos gylijtési, vagy egyszer

hasznalatos miianyag palackok esetén a hulladék-elhelyezési koltségeket.
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A Févarosi Csatornizasi Miivek 112 Ft-ot szamlaz 1 m® vizért (1 liter 0,112 Ft), ebben az

esetben 408.8 Ft az egy évre esd ivoviz koltsége.

Ez az 6sszeg nem tartalmazza a karbantartast, készenléti dijat stb.

Az EC+BR reaktort alkalmazva (M3 toltet, 80 mA &aramerdsség, a kordbban szamitott
tartozkodasi 1d6 értéket (2.25 ora) és denitrifikacios aktivitdsokat felhasznalva

(0.179 kg N m= d1), 150 mg I NOs szennyezettség mellett), 2001 évi aramarakat figyelembe
véve az adatok a kovetkezoképpen alakulnak:

Egy M3 toltettel rendelkezd, 600 ml térfogati EC+BR reaktor egy év alatt 39.1 g NO3-N
elbontédsara képes. 4 felhaszndlo esetében napi 10 liter vizet szamitva, egy év alatt 3640 1 x

150 mg NOs —ot kell eliminalni, ami 123.3 g NO3z-N-nek felel meg (546 g NOs). Ezt a

mennyiséget egy, a példaba szerepld reaktor 1148 nap alatt képes eliminalni.
Aramfogyasztas: 80 mA esetében, maximalis fesziiltséggel szamitva:

U =15V; t=27552 h (1148 nap); | = 0.08 A;

Az elektrokémiai cella altal idedlis esetben felvett energia nagysaga:
W=UxIxt=15x0.08 x 27552

W =33 062.4 Wh = 33.062 kWh

1 kWh ara: 18 Ft: 33.062 kWh = 595.12 Ft.

(Mivel egy reaktor a szamitott NO3-N mennyiséget 1148 nap alatt képes eliminalni, ezért 3-4
reaktorra van sziikség.)
Ezekbdl a szamitasokbdl kideriil, hogy egy négy f6s csaladdal szamitva, a bemutatott EC+BR
reaktor esetében a viztisztitds Osszege joval kevesebb, mint a hasonl6 mennyiségili palackozott
viz eldallitasi koltsége, illetve két laborszintli reaktorral megoldhato ez az igény.
(A szamitasi adatok halozati aramforras alkalmazéasan és koltségein alapulnak. Mivel az
elektrokémiai cella egyendrammal miikodik, ezért sziikséges egy egyeniranyitd alkalmazésa
is. Ennek egyszeri koltsége 1500 HUF koriili érték (csengd transzformator). A cella
miikddtetésének  anyagi  vonzata, figyelembe véve  bizonyos  hatasfok-  és
veszteség-szamitasokat, kb. 5-10%-kal lesz magasabb).

Abban az esetben, ha az adott helyen nincs halozati aramforrds, a celldk
mikddtethetoek akkumulatorrél. Ennek koltségvonzata a kovetkezok szerint alakul:
Egy gépkocsi akkumuléator 8 000 HUF kortili értéken mar kaphato, jellemz6i: 12 V és 55 Ah
aramleadas. Ez azt jelenti, hogy 12 V fesziiltség mellett 0.08 A aramot 687,5 6ran keresztiil
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képes biztositani (29 nap ~ 1 honap.), ami éves szinten 12 db uj akkumulétort jelent, ami 96

000 HUF. Ez az 6sszeg mar lényegesen magasabb, mint barmelyik ismertetett modszer
koltsége, viszont abban az esetben, ha a felhasznalo feltolti haldzati aramrol az akkumulatort,
akkor nem kell 12 db-ot venni.

Ezek a szamitott adatok azonban nem tartalmazzak a viz utokezelési koltségeit, amely

kérdéskorre a tovabbiakban térink ki.

11.7. A kifejlesztett reaktor elrendezések és a gyakorlati alkalmazhatosag kérdeése

Az itt bemutatott reaktorelrendezések fejlesztése nem tekinthetd befejezettnek, a gyakorlati
felhasznalasra alkalmasnak, mivel a nitratmentesitett viz utokezelést igényel a lejovo
baktérium-mennyiség miatt. Azonban, mint egy ivoviztisztitd berendezés bioldgiai modulja,
mindenképpen szamitasba johet. A gyakorlati alkalmazashoz meg kell vizsgalni a
meéretnovelés kérdését. Az elrendezés elektrokémiai részénél, a cellanal a fizikai méretnovelés
¢s a termelt hidrogén gaz kozott elméleti szamitasok szerint egyenes ardnyossag van, ugyanis
az elektrodok feliiletének novelésével lehet a termelt hidrogén mennyiségét emelni (azonos
aramerdsségek és fesziiltségek esetén).

Ahogy bemutattuk, a felhasznalt arammennyiség koltsége az alkalmazott fesziiltségtol,
aramerdsségtol és az idotdl fiigg (UxIx T). Az aram és fesziiltség értékek fiiggnek a fogyaszto
ellenallasatol (R=U/I), az ellenallas pedig az elektrédok kozti tdvolsagtol. Tehat megtartva az
alkalmazott celldk elektrod-tavolsagat, igen nagyméretli, viszont kis dramfelvételii
elektrokémiai celldkat lehet késziteni, ahogy az a galvaniparban is torténik.

Maganak a bioreaktornak (EC+BR elrendezés) a méretnovelése a szokasos fejlesztési
és mérési lépéseket igényeli. Meg kell hatdrozni a reaktor idedlis fizikai paramétereit, a
méretnovelés esetében varhatod aktivitasvaltozast stb. A biofilmképzés esetében, ugy véljik, a

bemutatott “C” mddszer mérettdl fliggetleniil, gyors és biztonsagos telepitést biztosithat.
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Osszefoglalas

A bemutatott dolgozatban egy kemolitotroéf, hidrogén-felhasznalé biologiai denitrifikald
rendszert mutattunk be, elemezve kifejlesztését, annak miikodését, aktivitdsat és egyéb

tulajdonsagait. Megallapitasainkat az alabbiakban foglaljuk 6ssze:

e Az altalunk izolalt mikroorganizmusok stabil és aktiv denitrifikalé biofilmet képesek
1étrehozni szilard felszinen.

e A hordozd granulalt aktiv szén (GAC) adszorbcids képességeit ¢és a reaktorok
lizemeltetése soran alkalmazott kemolitotrof koriilményeket kihasznélva stabil, magas
denitrifikacios aktivitast biofilmet lehet 1étrehozni.

e A granuldlt aktiv szén hordoz6 alkalmazasa esetén nem meriilnek fel a reaktorok
lizemeltetése alatt olyan fizikai jellegli problémak, melyek egyébként csokkenthetnék az
aktivitast.

e A reaktorok stabil miikddése azt jelzi, hogy az elektrokémiai celldk a gyakorlatban is
alkalmazhatok a  kemolitotrof  denitrifikdcié  hidrogénigényének  biztositasara,
miukodtetésiik egyszerti, koltségigénylik alacsony.

e Az altalunk kifejlesztett ECBR elrendezésben, a katodtérben elhelyezett bioaktiv toltet
mikodoképes volt, alacsony tartdzkodasi id6k mellett magas denitrifikécios aktivitdsokat
mutatva (HRT=0.28 6ra, aktivitds=0.377 kg N m> d, 50 mA, BMIX téltet).

o A Kkétféle reaktorelrendezés 0Osszehasonlitasa sordan megdallapitottuk, hogy azonos
mikroflorat tartalmazoé t6ltetek hasznalata esetében a kombinalt, ECBR reaktorok esetében
tapasztalhatoak nagyobb aktivitdsok (EC+BR: 0.05 kg N m= d?! és ECBR: 0.30 kg N m™®
d?, 50 mA esetében).

e Kisérleti uton bizonyitottuk, hogy ebben az esetben a reaktor denitrifikacids aktivitasanak
kialakitasaban bioldgiai és elektrokémiai folyamatok vesznek részt.

e A reaktorban lejatszod6d folyamatokat vizsgalva bemutattuk, hogy a denitrifikacio
szakaszai térben elkiiloniilnek, a nitrat redukcidja jatszodik le az elrendezés kezdeti
részén, majd a nitrit redukcioja kdvetkezik.

e Megvizsgaltuk a BMIX torzskeverék populéacio dsszetételének valtozast az izemi szakasz
kiilonb6z6 idépontjaiban. Azt tapasztaltuk, hogy a nem-steril koriilmények ellenére csak a
kiindulési izolatumok maradnak fenn, ezek koziil is a kemolitotréf szaporodasra képes

Paracoccus pantotrophus (M3) izolatum fordul el a legnagyobb mennyiségben.
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A két reaktorelrendezést gyakorlati szempontbol 6sszehasonlitva megallapitottuk, hogy a
kémiai precipitaciok miatt az ECBR reaktorok hasznalhatosaga korlatozott, mig EC+BR
reaktorok ilyen szempontbdl minimalis karbantartast igényelnek.

A reaktorok tlizemeltetése alacsony koltségli, ami megerdsiti a jovObeli gyakorlati
alkalmazas lehetdségét. A méretnovelés is megoldhatd, mivel az elektrokémiai cella
esetében nem jelent megemelt koltségeket a nagyobb méret.

A reaktorok mikodtetése soran kapott ¢és szamitott eredmények a nemzetkozi
szakirodalomban megjelent adatokkal hasonlé tartomanyba esnek, illetve a viz

elektrolizise soran keletkezO hidrogénen alapuld denitrifikdld  rendszerekkel

Osszehasonlitva, azoknal minden tekintetben jobb eredményeket kaptunk (15. tabla).

15.tabla. Hidrogén-fiiggd denitrifikalo rendszerek dsszehasonlitasa

Hidrogénfor Reaktor Baktériumok Denitrifikacios Tartézkoda Hivatkozas
ras elrendezés - aktivitas si id6
hordozé (HRT)
Kiilsé forras Feliileti Kevert populdcio  0.55 kg N m=d? 4.5 6ra Kurt és tsai. 1987
(gazpalack) rogzités,
homokagy
Kiilsg forras Feliileti Kevert populacio 0.5 kg N m3d* 3-5 6ra Dries 1988
(gazpalack) rogzités,
poliuretan
hordoz6
Kiils6 forras Membran  Kevert populacié  0.16 kg N m=d? 0.75 o6ra Lee és Rittmann
(gazpalack) reaktor 2000
Kiilsg forras Rogzitett Alcaligenes 0.60 kg N m=3d* 2.06ra  Chang és tsai. 1999
(gazpalack) sejtes rendszer eutrophus
(gél)
Kiils6 forras Homok dgyas Kevert populacié  0.25 kg N m=d* 1-2 6ra Gros és Treutler
(gazpalack) biofilm 1986, Gros és tsai
reaktor 1986
Viz Biofilm Kevert populdci6  0.01 kg N m3d* 9.0 6ra Sakakibara 1994b
elektrolizise reaktor
Viz Rogzitett  Kevert populacié  0.08 kg N m3d* Feleke és tsai. 1997
elektrolizise  sejtes reaktor
(g¢1)
Viz Biofilm Egyedi 0.20 kg N m3d- 2.5 6ra * Kiss és tsai 2000,
elektrolizise reaktor izolatumok Szekeres €s tsai.
2001
Viz Biofilm Egyedi 0.38 kg Nm3d* 0.3 6ra * Kiss és tsai 2000,
elektrolizise reaktor izolatumok Szekeres €s tsai.

2001
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Summary

The objective of this study was to develop an efficient, cost-effective microbial process for the

removal of nitrate from polluted groundwater. A small-scale biological system was produced

in which denitrification is achieved by autotrophic bacteria that use hydrogen as their energy

source.

Generation of the required hydrogen is an integral part of the denitrification set-up and is

achieved by electrolysis of the water to be treated in an electrolysis cell. The main conclusions

that can be drawn from the results:

The isolated and selected bacteria can develop a stable biofilm characterized by high
denitrification activity on the solid surface.

The presented biofilm set-up method is available for the development of a biofilm of high
activity of on the surface of granulated activated carbon (GAC), based on its adsorption
capacity. Under the applied anaerobic, autotrophic conditions the biofilm established on
GAC preserves its stability.

When GAC is applied, the physical problems observed with other carriers do not appear.
The stable operation of such bioreactors indicates the practical applicability of
electrochemical cells for providing a hydrogen source for the denitrification process. The
maintenance of the cells is simple, and their running costs are low.

The GAC covered in active biofilm placed in the cathodic chamber in the ECBR
(ElectroChemical BioReactor) reactor set-up displayed long and high activity with short
hydraulic residual times.

The higher activities of the ECBR set-up are due to electrochemical reactions, including
nitrite reduction.

Although the calculated denitrification is higher in the ECBR type, the EC+BR reactor has
practical advantages such as easier cleaning of the electrochemical cell.

The bioreactors have low maintenance costs which indicates the possibility of their future
practical application. Scaled-up processes can be developed, with the same maintenance
costs as for electrochemical cells.

The processing data reveal that the calculated denitrification activities are in the range of
levels given in the literature. However, in comparison with data from other denitrification
systems based on water electrolysis, the denitrification activities are higher and the
hydraulic retention times are shorter. Such a comparison is presented in the following

table:
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Comparison of hydrogen-dependent biological denitrification systems

Hydrogen Reactor Bacteria Denitrification  Hydraulic Reference
source set-up, activity retention
carrier (kg Nm=3d?') time (hours)
External Surface Mixed 0.55 4.5 Kurt et al. 1987
hydrogen attachment population
source Sand
External Surface Mixed 0.5 3-5 Dries 1988
hydrogen attachment population
source Polyurthane
External Membrane Mixed 0.16 0.75 Lee and Rittmann
hydrogen reactor population 2000
source
External Gel-entrapped Alcaligenes 0.60 2.0 Chang et al. 1999
hydrogen cells eutrophus
source
External Surface Mixed 0.25 1-2 Gros and Treutler
hydrogen attachment population 1986, Gros et al.
source Sand 1986
Water Surface Mixed 0.01 9.0 Sakakibara 1994b
electrolysis attachment, population
cathodic
surface
Water Gel-entrapped Mixed 0.08 - Feleke et al. 1997
electrolysis cells population
Water Surface Identified 0.20 25 Kiss et al. 2000,
electrolysis attachment, isolates Szekeres et al. 2001
GAC
EC+BR
Water Surface Identified 0.40 0.3 Kiss et al. 2000,
electrolysis attachment, isolates Szekeres et al. 2001
GAC
ECBR
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