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Summary

The paper presents review of a state of know-how on the biochemical
changes of mineral nitrogen. New ways of nitrogen elimination from waste wa-
ter were described: autotrophic nitrification/autotrophic oxygen denitrification,
autotrophic nitrification/autotrophic anaerobic denitrification (anaerobic am-
monium oxidation), heterotrophic nitrification/heterotrophic oxygen nitrifica-
tion.
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1. Wstep

Od stu lat usuwanie azotu ze Sciekdw tgczone jest z podsta-
wowym tafncuchem biochemicznych przemian od azotu orga-
nicznego poprzez azot amonowy i azot utleniony do azotu gazo-
wego. Zachodzace procesy amonifikacji, nitryfikacji i denitryfi-
kacji dysymilacyjnej okre$lane sg juz mianem przemian klasycz-
nych, a ich podstawy i mechanizmy doktadnie sg opisane w wie-
lu pozycjach literatury przedmiotu (m.in. Szetela [1]).

Istotny przetom w wiedzy na temat przemian azotu mineral-
nego, mimo weczesniej prowadzonych badan, nastgpit w kilku
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ostatnich latach. W $wietle najnowszych doniesien literaturowych, poza wymie-
niong i uznang za klasyczng droga eliminacji azotu ze Sciekdw, za mozliwe uznac
nalezy jeszcze trzy inne:

- nitryfikacja autotroficzna / autotroflczna denitryfikacja tlenowa,

- nitryfikacja autotroficzna / autotroficzna denitryfikacja beztlenowa,

- nitryfikacja heterotroficzna / heterotroficzna denitryfikacja tlenowa.

2. Nitryfikacja autotroficzna

Cho¢ zasadniczo teoria autotroficznej nitryfikacji nie ulegta zmianie to odkrycie,
ze hydroksyloamina, bedaca produktem posrednim | fazy procesu, moze stanowic
substrat dla bakterii z rodzaju Nitrosomonas rzuca nowe $wiatlo na nie znane dotad
mechanizmy przemian azotu nieorganicznego.

Utlenianie amoniaku do azotynéw przez bakterie Nitrosomonas przebiega w dwdch
etapach [2].

N'H3 +0/ + 2[H]- + HO &4
N'HAOH + HAO——+HA + 4[H] 2

Reakcja (1) jest katalizowana przez enzym AMO (monooksygeneza amonu). Re-
akcja (2) generujaca energie dokonuje sie przez enzym HAO (oksydoreduktaza hy-
droksyloaminy) (Hooper i in., 1984 cyt. za jettenem i in. [3]), z wodg stanowigcy
Zrédto dla drugiego atomu tlenu w azotynie [4]. Reakcja ta wymaga transferu czte-
rech elektronéw, ktérych pochodzenie nie jest jeszcze w petni poznane.

Choé juz Kluyver i Donker (1926), cytujac zajettenem i in. [3|, jako pierwsi uznali
hydroksyloaming (NH20H) za posredni etap utleniania amoniaku do azotynéw to
dopiero Boettcher i Koops [5] oraz de Bruijn i in. [6] wykazali, ze Nitrosomonas moga
na niej wzrasta¢. W hodowli okresowej na mieszance substratowej hydroksyloaminy
i amoniaku Boettcher i Koops [5] uzyskali wzrost Nitrosomonas z ponad dwukrotnie
wyzszg wydajnoscia (0,5 mg biatka/mM) w stosunku do oznaczonej wczesniej dla sa-
mego amoniaku (0,2 mg biatka/mM). W hodowli chemostatycznej podobne rezultaty
uzyskali de Bruijn i in. [6] odnotowujac, dla substratu w proporcji 20 mM amoniaku
i 10 mM hydroksyloaminy, podniesienie wydajnosci biomasy Nitrosomonas do 4,7 mg
s.m./mM przy wartosci 1,4 mg s.m./mM dla hodowli prowadzonej jedynie na amo-
niaku. W kazdym przypadku wzrostu bakterii na mieszaninie hydroksyloaminy
i amoniaku odzysk azotu w formie azotynéw byt jednak zawsze nizszy od wyni-
kajgcego ze stechiometrii reakcji co wskazywato na formowanie lotnych tlenkdw
azotu. W przeprowadzonych w celu wyjasnienia tego ,,ubytku” azotu doswiadcze-
niach w warunkach beztlenowych wykazano, ze w $rodowisku anoksycznym
w obecnosci hydroksyloaminy lub amoniaku Nitrosomonas sg zdolne do redukcji azo-
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tynéw produkujac przy tym N20. Mimo powtarzalno$ci pozytywnych wynikéw w ho-
dowli okresowej, proby beztlenowego wzrostu Nitrosomonas przeprowadzone me-
toda hodowli ciagglej na substracie bedagcym mieszaning hydroksyloaminy, amoniaku
i azotynu nie byly jednak w petni udane [6].

3. Autotroficina denitryfikacja tlenowa

Pierwsze wzmianki o mozliwosci prowadzenia denitryfikacji przez nitryfikatory
autotroficzne pojawily sie juz w drugiej potowie tat szes¢dziesigtych (cyt. za Boc-
kiem i in. [7] - Hopper, 1968), a nastepnie w potowie fat osiemdziesigtych (Poth
i Focht [8], Poth [9]). W warunkach ograniczonego natlenienia, w hodowlach 3. r6z-
nych szczepdw bakterii nitryfikacyjnych {Nitrosomonas europaea, Nitrosolobus multiformis,
niezidentyfikowany szczep Nitrosomonas sp.) Poth [9] odnotowat powstawanie tten-
ku azotu, podtienku azotu lub azotu gazowego.

Remde i Konrad [10] w hodowli bakterii Nitrosomonas europaea oraz Nitrosovibrio
K71 w warunkach tlenowych, uzyskali produkcje tlenku azotu ((odpowiednio dla ba-
danych szczepow okoto 1,7 i 0,75 nmol NO/(mg biomasy ' min)). Kiedy warunki tle-
nowe zmieniano nagle na beztlenowe obserwowano powstawanie znaczacych ilosci
podtlenku azotu (odpowiednio dla badanych szczepdéw rzedu 45,6 i 4,7 nmol
N20/(mg biomasy * min), zwiekszyta sie rowniez ilos¢ tlenku azotu do okoto 5,4 nmol
NO/(mg biomasy ' min) dla Nitrosomonas europaea i 1,8 nmol NO/(mg biomasy ' min)
dla Nitrosovibrio K71. van Niel (1991), cytujac za Kuenenem i Robertsonem [11],
uwzgledniajac wartos¢ szybkosci nitryfikacji w tlenowej hodowli ciagtej Nitrosomonas
europaea wykazat, ze produkcja tlenku azotu przez te bakterie stanowita okoto 0,1%
catkowitej nitryfikacji. Krotkie wystawienie Nitrosomonas europaea na warunki bez-
tlenowe powodowato wzrost tej wartosci do 0,5% oraz powstawanie N20 z wydaj-
noscig 3,9% catkowitej nitryfikacji.

Wstepne doniesienia wskazujagce na mozliwosé prowadzenia procesu denitryfi-
kacji w odpowiednich warunkach srodowiskowych przez autotroficzne bakterie ni-
tryfikacyjne nie okreslaty, czy proces ten zwigzany jest ze wzrostem komorek nitry-
fikatoréw. Bock i in. [7] prowadzac hodowle czystych kultur Nitrosomonas eutropha
w warunkach braku tlenu rozpuszczonego wykazali, ze proces redukcji azotyndw
z wodorem czasteczkowym jako dawcg elektronu prowadzi do przyrostu komorek.
Ponadto stwierdzono, ze w warunkach anoksycznych donorem elektronéw do re-
dukcji azotynéw moze by¢ takze amoniak. W czystych kulturach Nitrosomonas
eutropha oraz w mieszanej kulturze Nitrosomonas eutropha i Enterobocter aerogenes
(z amoniakiem jako dawcg elektronéw) obserwowano powolng symultaniczng elimi-
nacje amoniaku oraz azotynéw w stosunku molowym okoto ! ; 1. Obserwowanemu
ubytkowi azotu nie towarzyszyt jednak przyrost biomasy. Produktami koficowymi
obserwowanych w przeprowadzonych badaniach proceséw byt azot gazowy (pro-
dukt gtéwny) oraz podtlenek azotu. Produktem posrednim, zaréwno w warunkach
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ograniczonego natleniania, jak i braku tlenu rozpuszczonego byla hydroksyloami-
na. Autorzy poréwnali takze efektywno$¢ eliminacji azotu w czystych kulturach
Nitrosomonas europaea (doswiadczenia prowadzono w warunkach ograniczonego na-
tlenienia) i Nitrosomonas eutropha (doswiadczenia prowadzono w warunkach ograni-
czonego natlenienia oraz braku tlenu rozpuszczonego) oraz kulturach mieszanych
Nitrosomonas europaea i Nitrosomonas eutropha z r6znymi chemoorganotroficznymi
bakteriami {Paracoccus denitryficans, Psuedomonas aeruginosa, Alcaligenes eutrophus,
Acinetobacter cakoaceticus, Enterobacter aerogenes, Hydrogenophaga pseudoflava,
Pseudomonas saccharophila, Ancylobacter aguaticus). Stwierdzono, ze w kulturach mie-
szanych na poziom eliminacji azotu w sposob znaczacy oddziatywata obecnos¢ in-
nych mikroorganizméw. W mieszanej hodowli szczepow Nitrosomonas sp. oraz tle-
nowych denitryfikatorow, w warunkach ograniczonego natleniania, otrzymano prawie
catkowitg eliminacje azotu amonowego. Enterobacter aerogenes jako ,,partner”
Nitrosomonas eutropha w znaczacy sposob wptywat na podwyzszenie efektywnosci
bezttenowego utleniania amoniaku.

Produkcje azotu gazowego z amoniaku w warunkach niskiego stezenia tlenu
uzyskali takze Muller i in. [12]. W szczelnym dla gazu i zaszczepionym osadem utle-
niajacym jon amonowy reaktorze, przy koncentracji tlenu powyzej 0,15% zuzyciu
tlenu towarzyszyto zawsze powstawanie N2, gdy stezenie tlenu bylo na poziomie
0,3%, w postaci azotu gazowego odzyskiwano okoto 58% jonu amonowego. W wa-
runkach beztlenowych natomiast zadnej przemiany amoniaku nie odnotowano. Sfor-
mutowano nastepujgce hipotezy na powstawanie azotu w przeprowadzonym ekspe-
rymencie: konwencjonalna denitryfikacja przez heterotrofy z wykorzystaniem endo-
gennego zrodta wegla lub denitryfikacja z udziatem bakterii autotroficznych, w kté-
rej elektrony byly dostarczane przez utlenianie albo jonu amonowego albo azotynu.
Biorac pod uwage fakt, ze wydzielanie azotu gazowego wystepowato tylko w obec-
nosci niskiego stezenia tlenu i po dodaniu amoniaku, a zanikato przy braku amonia-
ku mimo obecnos$ci wystarczajacej ilosci azotynu uznano, ze zarébwno denitryfikacja
konwencjonalna jak i utlenianie azotynu powinny zostaé wykluczone w rozwaza-
nym przypadku, jako mozliwe drogi redukcji azotu. Na podstawie reakcji stechio-
metrycznej i roznic w bilansie azotu Muller i in. [12] wykazali, ze N2 zawsze pocho-
dzit od jonu amonowego.

W Swietle przedstawionych publikacji i wczesniejszych badan prowadzonych
przez ich autoréw jednoznacznie stwierdzono, ze nitryfikatory w warunkach niskie-
go stezenia tlenu w oczyszczanych Sciekach mogg znaczgco sie przyczyni¢ do usu-
wania z nich azotu poprzez udziat w produkcji N20 i N2 [3].
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4. Autotroficzna denitryfikacja beztlenowa (proces ,,Anammox’)

4.1. Historia odkrycia i stechiometria procesu

Do niedawna utlenianie jonu amonowego identyfikowano tylko z systemami tle-
nowymi. Teoretycznie jednak amoniak moze by¢ nieorganicznym donorem elektro-
noéw, wykorzystywanym w procesie denitryfikacji. Podajac za Mulderem i in. [13]
wolna energia tej reakcji (-297 KJ/mol) jest bez mata tak samo znaczaca jak przypisy-
wana tlenowej nitryfikacji (-349 KJ/mol). Cytujac jettena i in. [3], Broda (1977) opisat
potencjalng obecnos¢ w naturze chemolitotroficznych bakterii zdolnych do utlenia-
nia amoniaku do azotu gazowego, z wykorzystaniem azotanu jako utleniacza (ak-
ceptora elektrondw). Po wielu latach od sformutowania przez Brode swojej hipote-
zy zaobserwowano ,,ubytek” jonu amonowego w denitryfikujgcym reaktorze fluidal-
nym, w ktérym oczyszczano eluat z komory fermentacyjnej [13,14]. Przemianom
jonu amonowego towarzyszyto zuzywanie azotanéw i produkcja N2. Najnizsza za-
obserwowana szybko$¢ usuwania azotu amonowego wynosita 0,4 kg N/m” + d. Do-
wod na beztlenowa (a wtasciwie anoksyczna - przyp. autorek) oksydacje jonu amo-
nowego przeprowadzono na podstawie bilansu azotu i réwnowagi reakcji oksy-
do-redukcyjnych w badaniach uktadu o przeptywie cigglym. Wykazano, ze anaero-
bowe uttenianie jonu amonowego jest nowym procesem, w ktérym oksydacja 5 mo-
li jonu amonowego wymaga 3 moli azotanu, w wyniku czego powstajg 4 mole N2
(3NO3 + -h BNH+4  4N2 + 9H20 + 2H+). Procesowi nadano nazwe , Anammox”
(anaerobic ammonium oxidation) [13]. Dla potwierdzenia, ze produktami reakcji jest
N2 przeprowadzono doswiadczenie z okre$lonymi izotopami azotu; odpowiednio
w Nflg"* zastosowano izotop azotu N, a w NO 3 izotop azotu "N. W uzyskanych
poprzez poréwnanie znaczonych proébek utworzonego wynikach wskazano
jednak, ze w analizowanym procesie raczej azotyn, a nie azotan byt preferowanym
akceptorem elektronéw [15], a stosunek molowy amoniaku do azotynu i powsta-
jacego N2 wynosi 1;1:1 zgodnie z reakcjg: NHa" -- NO2 — N2 + 2H20.

Dowodami na mikrobiologiczny charakter procesu bylty wyniki do$wiadczenia
z wykorzystaniem hodowli porcjowej [15|. W testach z dodatkiem osadu czynnego
poddanego wstepnie promieniowaniu gamma lub sterylizacji w temperaturze
12rc, a takze bez dodatku osadu czynnego, nie obserwowano zmian w stezeniu
amoniaku. Dodawanie do inkubacji réznych inhibitoréw (m.in. 2,4 dinitrofenolu,
HgClI2) powodowato catkowite zahamowanie utleniania amoniaku. Na tej podstawie
whioskowano, ze eliminacja azotu amonowego obserwowana w reaktorze z aktyw-
nym osadem czynnym nie zachodzita na drodze reakcji chemicznych, ale wynikata
z aktywnosci wyspecjatizowanych grup mikroorganizmdw. Poza tym, w przeprowa-
dzonym eksperymencie szybko$¢ utleniania amoniaku byla proporcjonalna do po-
czatkowej ilosci biomasy, co rowniez potwierdzato mikrobiotogiczny charakter za-
chodzacych proceséw.
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Kolejne préby wykonano w modelu reaktora fluidalnego, do ktérego w celu
wzbogacenia biomasy w mikroorganizmy utleniajgce jon amonowy w warunkach
beztlenowych, dawkowano S$cieki syntetyczne wykonane na bazie amoniaku, azoty-
nu oraz kwasnego weglanu z dodatkiem mineratéw i elementéw $ladowych [16,17].
W ciggu trzech pierwszych miesiecy pracy urzadzenia na substracie zawierajgcym
30 mM jonu amonowego i azotynowego osiggnieto predkos¢ beztlenowego utlenia-
nia amoniaku rzedu 3 kg N-NH4"/m” + d, za$ maksymalna predkos¢ specyficzna pro-
cesu wynosita 1300-1500 nmol NH4+/mg s.m.o. * h. Produktem koricowym obserwo-
wanego procesu, oprocz azotu gazowego, byly takze azotany wystepujgce w zna-
czaco mniejszej ilosci do N2. Autorzy zaproponowali nastepujacy stosunek stechio-
metryczny zuzycia amoniaku i azotyndéw oraz produkcji azotanéw NH4+:N02 :NO3'
1:1,31 +0,06:0,22+0,02:

I NH4+ + 1,31 NO2' + 0,0425 CO2 ~™ 1,045 N2 + 0,22 NO3' +
-f 1,87 H20 + 0,09 OH' + 0,0425 CH20* ©)

*W réwnaniu (3) formuta CH20 opisuje biomase.

W tych samych badaniach [17] dodatkowe eksperymenty z izotopem wegla
w CO2 potwierdzono, ze proces ,,Anammox” jest rzeczywiscie autotroficzny, a tak-
ze, iz wykorzystywanie dwutlenku wegla nastepuje tylko w obecnosci réwnoczesnie
jonu amonowego i azotynu. W przeprowadzonych prébach utlenieniu | mola NH4+
towarzyszyta asymilacja przez biomase 0,041 mola C. Oszacowana przez autoréw
szybko$¢ wzrostu mikroorganizmow prowadzacych proces ANAMMOX wynosita
0,001 Ir' (mikroorganizmy bardzo wolno roshace). Poniewaz w doswiadczeniach za-
bezpieczano $cisle beztlenowe warunki procesu (catkowity brak tlenu rozpuszczo-
nego) dowiedziono tym samym, ze przemiana jonu amonowego do azotu gazowego
nie potrzebuje tlenu. Doprowadzajac za$ tlen w sposoéb zamierzony wykazano, ze
jest on inhibitorem procesu.

Takze w badaniach Helmera i in. [18] potwierdzono, ze akceptorem elektronéw
w beztlenowym utlenianiu amoniaku sg azotyny, a nie jak poczatkowo zatozono azota-
ny [13]. W przeprowadzonym przez autordw eksperymencie, dodanie do oczyszczanych
Sciekow azotynow spowodowato wzrost szybkosci przeksztatcania amoniaku z 16,5 mg
N-NH4+ /1-h do 32,1 mg N-NH4+/I-h. Eliminacja amoniaku wynosita wowczas 97,7%,
a uzyskany przez autoréw stosunek molowy NH4+;NO2 wynosit 1:1,37, odpowiadat
zatem stosunkowi zaproponowanemu przez van de Graafa i in. [ 17].

4.2. Szlak metaboliczny
Okreslenie szlaku metabolicznego beztlenowego utleniania amoniaku byto

przedmiotem badan van de Graafa i in. [19]. Na podstawie przeprowadzonych eks-
perymentow wskazano, ze najbardziej prawdopodobnym akceptorem elektronéw
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pochodzacych z utleniania amoniaku jest hydroksyloamina, powstajgca z azotyndw.
Zalozono, ze reakcjg generujaca elektron dla redukcji NO2 do hydroksyloaminy jest
utlenianie hydrazyny do N2, najprawdopodobniej katalizowane przez oksydoreduk-
taze hydroksyloaminy (HAO). Ponadto wysunieto hipoteze, ze w reakcji dyspropor-
cjonowania oraz tworzenia hydrazyny istotng role moze odgrywac enzym podobny
do reduktazy rybonukleotydowej R2 (R2 ribonukleotide reductase). W ostatnich latach
dowiedziono, ze reduktaza rybonukleotydowa R2 z Escherichia coli katalizuje reakcje
dysproporcjonowania hydrazyny do amoniaku i azotu gazowego (Han i in. 1996, cy-
tujgc van de Graafa i in. [19]). Wystepowanie hydroksyloaminy oraz hydrazyny
w szlaku metabolicznym procesu ANAMMOX potwierdzono w badaniach Egliego
i in. |20|. Na podstawie analizy “N-NMR [19] stwierdzono, ze powstajace w procesie
ANAMMOX azotany pochodza od azotynéw. W przeprowadzonym eksperymencie
znakowany 'NOb powstawat tylko wowczas, kiedy w tesScie wykorzystywano
MNO2 . W obecnosci znakowanego “NH3 nie stwierdzono obecnosci w odptywie
z reaktora 'NO3 . Postawiono hipoteze, ze w wyniku przeksztatcenia azotynu do
azotanu wytwarzany jest czynnik redukcyjny, niezbedny do asymilacji CO2, stano-
wigcego Zrddio wegta dia autotroficznych mikroorganizméw prowadzacych proces
ANAMMOX. Autorzy zatozyhi, ze reakcja bezttenowego tworzenia NO3 z NO2 moze
by¢ katatizowana przez enzym podobny do oksydoreduktazy azotynowej.

Podsumowujac, wedtug proponowanego przez autoréw metabolicznego szlaku
beztlenowego utleniania amoniaku (rys. 1), amoniak z wykorzystaniem hydroksylo-
aminy jako akceptora elektronu utleniany jest do hydrazyny, ktéra nastepnie zosta-
je utleniona do azotu gazowego.

NHjOH <-— NO2-— » NO3

2[H]
N-,Ho
2[H]

Rys. 1. Prawdopodobny metaboliczny szlak
beztlenowego utleniania amoniaku 119].
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4.3. Warunki prowadzenia procesu oraz charakterystyka biomasy uczest-
niczacej w procesie ANAMMOX

Na podstawie doswiadczen przeprowadzonych w sekwencyjnym reaktorze por-
cjowym Strous i in. [21] wyznaczyli parametry fizjologiczne charakteryzujace bioma-
se prowadzaca proces ANAMMOX oraz optymalne warunki zachodzenia beztleno-
wego utleniania amoniaku. W badaniach cytowanych autoréw wydajno$¢ biomasy
wynosita 0,066+0,01 C-mol/mol NH3 maksymalna wiasciwa szybko$¢ przeksztatca-
nia amoniaku 455 nmol/ (min+mg biatka), maksymalna szybkos$¢ wzrostu
0,0027 h (czas podwojenia 11 dni). Proces ANAMMOX przebiegat bez zakitocen
w temperaturze 20-43°C (temperatura optymalna wynosita 40°C) oraz przy pH w za-
kresie 6,7-8,3 (optymalne pH wynosito 8,0). W warunkach optymalnych maksymalna
wiasciwa szybkos¢ utleniania amoniaku dochodzita do 55 nmol/ (min + mg biatka).
Ponadto stwierdzono, ze inhibitujgcy wplyw na proces majg azotyny w stezeniu
wiekszym od 20 mM. W przypadku, gdy stezenie azotynéw przez dtuzszy czas
(12 h) utrzymywato sie na wysokim poziomie aktywnos¢ biomasy ANAMMOX spa-
data do zera. Zahamowanie procesu nastepowato réwniez przy zbyt niskim stezeniu
NO2, gdyz zwigzek ten stanowi jeden z substratéw reakcji.

W literaturze przedmiotu jako inhibitory procesu ANAMMOX wskazywane s3
takze fosforany oraz acetylen (van de Graafi in. 1996,Jetten i in. 1997 cyt. za Strous
i in. [22]). van de Graafi in. [17] obserwowali catkowity spadek aktywnosci biomasy
prowadzacej proces ANAMMOX po dodaniu do medium hodowlanego fosforanéw
w ilosci od 5 do 50 mM KH2PO4. Po doprowadzeniu fosforanéw w ilosci jedynie
I mM KH2PO4 nie odnotowano inhibitujgcego wptywu rozpatrywanego zwigzku na
aktywnos¢ beztlenowego utleniania amoniaku.

Czynnikiem abiotycznym majgcym decydujacy wptyw na zachodzenie autotro-
ficznej denitryflkacji beztlenowej sg warunki tlenowe panujgce w reaktorze. Po-
czatkowe testy [17] wykazaty, ze tlen catkowicie hamuje aktywnos$¢ kultur ANAMMOX
(badania prowadzono w hodowli beztlenowej). W celu zbadania odwracalnosci inhi-
bicji tlenem, zastosowano ukfad ze zmiennymi warunkami tlenowymi (naprzemien-
nie: 2 h warunki tlenowe, 2 h warunki beztlenowe [23]. W przeprowadzonym ekspe-
rymencie, procesy utleniania amoniaku oraz redukcji azotynéw obserwowano jedy-
nie w warunkach beztlenowych, jednak w ciggu catego eksperymentu aktywno$é
mikroorganizmoéw uczestniczacych w procesie ANAMMOX w fazach beztlenowych
pozostawala stata, dowodzgc tym samym, ze hamujacy efekt tlenu jest odwracalny.
Wrazliwo$¢ na tlen kultur zdolnych do prowadzenia procesu ANAMMOX badano
takze przy bardzo niskich warto$ciach nasycenia tlenem (2, 1, 0,5, 0%). W ekspery-
mentach tych potwierdzono, ze proces zachodzi w warunkach catkowitego braku
tlenu czasteczkowego. Wedtug Egliego i in. [20] odwracalna inhibicja tlenem pro-
cesu ANAMMOX wystepuje jedynie przy niskich stezeniach tlenu (0,25  \,0% nasy-
cenia tlenem). Wysokie stezenia tego wskaznika powodujg inhibicje nieodwra-
calna.
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Izolacja oraz identyfikacja szczepu bakteryjnego zdolnego do prowadzenia bez-
tlenowego utleniania amoniaku zostata przeprowadzona po raz pierwszy przez
Strousa i in. [24]. Wyizolowany szczep nazwano Candidatus Brocadia anainmoxidans.
Na podstawie identyfikacji filogenetycznej, wykonanej przy zastosowaniu najnow-
szych technik mikrobiologicznych, miedzy innymi taricuchowej reakcji polimeryzacji
(PGR, polymerase chain reaction) oraz hybrydyzacji in situ (F\SH, fluorescent in situ hybri-
dization), Candidatus Brocadia anainmoxidans zostat zaliczony do rzedu Planctomyces.
Szczep bakteryjny prowadzacy proces ANAMMOX zostat réwniez zidentyfikowany
przez Schmida i in. (2000) (za Helmer-Madhok [25]). Autorzy nazwali go Candidatus
Kuenenia stuttgartiensis.

Weigz jednak identyfikacja bakterii beztlenowo utleniajgcych jon amonowy
w prébkach $rodowiskowych (gleba, woda, Scieki) przy uzyciu tradycyjnych metod
mikroskopowych jest bardzo trudna ze wzgledu na ograniczong liczbe tych specy-
ficznych gatunkéw charakteryzujacych sie dodatkowo znaczng réznorodnosciag mor-
fologiczna, wolnym tempem wzrostu i wydajnosci (cyt. za jettenem i in. [3]: Watson
i in., 1989 i odpowiednio Gay i Corenon 1984, Wood, 1986). Zastosowanie najnow-
szych technik molekularnych z nowymi technikami mikroskopowymi, takimi jak np.
skaningowa mikroskopia laserowa umozliwi w najblizszej przysztosci izolacje i prze-
strzenne rozmieszczenie poszczegdlnych mikroorganizéw odpowiedzialnych m.in.
za utlenianie jonu amonowego w warunkach beztlenowych, pozwalajgc uzyskaé in-
formacje na temat ich filogenetycznych powigzan i znaczenia ekologicznego [15].

5. Heterotroflczna nitryfikacja i heterotroflczna denitryfikacja tlenowa

Pytanie, czy autotroflczne bakterie nitryfikacyjne zajmujg monopolistyczng po-
zycje w przyrodzie, czy tez bakterie heterotroficzne odgrywajg istotng role w prze-
ksztatceniu jonu amonowego do azotanu jest nadal otwarte. Nitryfikacja heterotro-
flczna byta znana od dawna, ale uwazano jg za mato znaczacg (cyt. za jettenem i in.
[3[: Meiklejohn, 1940 i Verstraete, 1975) gtéwnie z uwagi na fakt, ze heterotroficzne
nitryfikatory nie powodujg akumulacji azotynéw czy azotanow, ktérych ilos¢ jako
produktow oksydacji jest powszechnym sposobem pomiaru efektywnosci procesu.
Wedtug Schlegela [26] w przeciwienstwie do autotroflcznej nitryfikacji proces pro-
wadzony przez hetrotrofy nie jest sprzezony ze wzrostem i produkcjg biomasy,
a tempo heterotroficznej nitryfikacji jest wolniejsze od nitryfikacji autotroflcznej
0 wspotczynnik rzedu 10" ¢ 10™

Pierwsze doniesienia dotyczace mozliwosci wystepowania procesu denitryfikacji
heterotroficznej w obecnosci tlenu rozpuszczonego pochodzity, cytujac za Robert-
sonem i Kuenenem [27,28] od Marshalla i in. (1953), von Meschnera i Wuhrmanna
(1963), Krula (1976). W eksperymentach wymienionych autoréw nie wyeliminowano
jednak mozliwosci wystepowania mikrostref beztlenowych, ktére umozliwiaty zaj-
Scie klasycznej denitryfikacji w warunkach anoksycznych. Poza tym w wielu przy-
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padkach nie monitorowano stezenia tlenu rozpuszczonego. Przyjeta w cytowanych
pozycjach literatury hipoteze zachodzenia tlenowej denitryfikacji jednoznacznie
potwierdzono w doswiadczeniach przeprowadzonych przez Krula i Veeningena
(29], Meiberga i in. [30], Lloyda i in. ]31], Robertsona i Kuenena [27,28], podczas kto-
rych zapewniono $cisle tlenowe warunki w catej hodowli.

Poczynienie obserwacji, ze Thiosplmera pantotropim, organizm wyizolowany przez
Robertsona i Kuenena [32] na oczyszczalni w Gist Brocades (Holandia), jest nie tylko
heterotroficznym nitryfikatorem, ale takze tlenowym denitryfikatorem przemienia-
jacym wiekszos¢ swoich produktéw oksydacji (azotyndéw) bezposrednio do gazo-
wych zwigzkéw azotu, zmusito do ponownej oceny procesu nitryfikacji heterotro-
ficznej. Bilans azotu przeprowadzony dla czystych kultur T. pantotropha wykazat, ze
szybko$¢ procesu nitryfikacji heterotroficznej w kilku przypadkach byta znacznie
wyzsza niz wczesniej sadzono, co zrodzito nadzieje na jednoetapowe usuwanie
azotu w systemach oczyszczania Sciekow.

W eksperymentach prowadzonych przez Robertsona i Kuenena [27,28] wykaza-
no, ze T. pantotropha w procesie oddychania jako ostateczne akceptory elektronéw
moze symultanicznie wykorzystywac azotany oraz tlen. Analizujac ilos¢ tlenu pobie-
rang przez ten organizm w $Srodowisku azotanow stwierdzono, ze jest ona nizsza
od tej, jakg obserwowano bez obecnosci tego zwiazku. Kiedy do hodowli oprécz
azotan6w dodawano inhibitory denitryfikacji ilos¢ tlenu zuzywana przez Thiosplmera
pantotropha wzrastata, jednoczesnie stwierdzono wéwczas mniejszg produkcje gazu
oraz akumulacje azotynéw. Na podstawie uzyskanych wynikéw badan - z zastoso-
waniem hodowli ciggtej w chemostacie (Robertson i in. [33]) - dowiedziono, ze
obecno$¢ azotandw i azotyndw obniza szybkos¢ heterotroficznej nitryfikacji. Mak-
symalng szybkos¢ tego procesu wynoszaca 93,9 nmol/(mg biatka + min) wyznaczono,
kiedy jedynym azotowym substratem dla Thiosphaera pantotropha byt amoniak
(2rédto wegla organicznego stanowit octan). Ponadto odnotowano, ze szybko$¢ za-
rowno nitryfikacji jak i denitryfikacji rosta wraz ze spadkiem stezenia tlenu rozpusz-
czonego. Zaleznos¢ taka obserwowano do pewnej okre$lonej wartosci tego wskaz-
nika - okoto 25% nasycenia tlenem. Przy nizszych wartosciach stezenia tlenu odno-
towano spadek szybkosci analizowanych proceséw, ale tylko w hodowlach zaopa-
trywanych jedynie w amoniak. W przypadku, kiedy substratem dla Thiosphaera
pantotropha byty réwniez azotany szybko$¢ procesow gwaltownie wzrastala, a efek-
tywnos¢ tlenowej denitryfikacji osiggata poziom charakterystyczny dla procesu pro-
wadzonego w warunkach anoksycznych. Na podstawie uzyskanych wynikéw zapro-
ponowano schemat przebiegu proceséw heterotroficznej nitryfikacji i tlenowej de-
nitryfikacji prowadzonych przez Thiosphaera pantotropha (rys. 2).

van Niel i in. [34] podjeli badania poréwnawcze procesu nitryfikacji z wykorzy-
staniem réwnolegle dobrze znanych nitryfikatorow autotroflcznych (Nitrosomonas
europaea) i heterotroficznych (Thiosphaera pantotropha) przy réznych wartosciach
stezenia tlenu i stosunku C : N w srodowisku. Udowodniono w nich, ze w warun-
kach niskiego stezenia tlenu i wysokiej wartosci stosunku C : N T. pantotropha wy-
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Rys. 2. Schemat przebiegu proceséw heterotroficznej nitryflkacji i tlenowej denitryfikacji dla bakte-
rii Thiosphaera pantotropha (33].

grywa konkurencje z N. europaea w efektywnosci utleniania jonu amonowego. Ku-
enen i Robertson [11] w badaniach nad potaczong nitryfikacja i denitryfikacja okres-
lili droge ubytku azotu w mieszanej kulturze T. pantotropha i N. europaea dla réznych
wartosci C : N (rys. 3). Autorzy wykazali, ze wraz ze wzrostem w $ciekach stosunku
C : N rosnie wielko$¢ ubytku jonu amonowego na drodze heterotroficznej nitryflkacji,
czemu towarzyszy proporcjonalnie wieksza jego asymilacja bedgca dowodem wiek-
szej wydajnosci biomasy heterotroficznej niz uzyskana dla autotroféw. W systemach
oczyszczania $ciekow wyzsza asymilacja azotu amonowego jednoznaczna jest jednak
Z wyzszym przyrostem osadu, co, jak sie wydaje, czyni proces nitryflkacji heterotro-
ficznej mniej konkurencyjny w stosunku do nitryflkacji autotroficznej.
Denitryfikacja tlenowa w kulturze T. pantotropha byfa takze przedmiotem dos-
wiadczen prowadzonych m.in. przez Belta i in. [35], Bella i Fergusona [36], Richard-
sona i Fergusona [37], Thomsena i in. [38], Kuenena i Robertsona [11], Fergusona
[39], Robertsona i in. [40], Artsa i in. [41]. Wobec uzyskania przez badaczy w czesci
rozbieznych wynikéw zastosowano, w celu doktadnego poznania przemian jonu
amonowego, azotynowego i azotanowego, izotop azotu ““N. W badaniach prowa-
dzonych na hodowli okresowej z zastosowaniem chromatografii gazowej i spektro-
metrii masowej potwierdzono, ze w warunkach tlenowych i w obecnosci T. pantotropha
azot gazowy powstaje z jonu amonowego i/albo azotynu i azotanu. Szybkos¢ reakcji
oceniono jednak na okoto 10% wartosci wstepnie sugerowanej przez Robertsona
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Rys. 3. Zakres przemian jonu amonowego w mieszanej kulturze Thiosphaera pantotropha i Nitrosomonas
eiiropaea dla réznych wartosci stosunku C : N [11],

i in. [33,40]. Robertson i in. [40], a wczesniej takze van Niel i in. [42] potwierdzili
produkcje N2 przez inne heterotroficzne nitryflkatory. jeden z gatunkéw Alcaligenes
faecalis TUD produkowat prawie rowne ilosci N2 i N20. W eksperymentach prowa-
dzonych z izotopem w kulturze Alcaligenes faecalis wykazano, ze bakteria ta
w warunkach tlenowych produkuje "~d5]\|20 i Z Mnh4+ |

Otte i in. [43[ analizowali przemiany azotu w okresowej chemostatycznej kultu-
rze A. faecalis w naprzemiennych warunkach tlenowo-beztlenowych. Autorzy odno-
towali 25% ubytek NO2 w postaci N20. Fakt, ze T. pantotropha generuje N2 potwier-
dzono takze w hodowli ciggtej w chemostacie na substracie z jonem amonowym lub
azotynem znaczonymi izotopem oraz z limitowanym octanem stanowigcym
Zrédto wegla organicznego [41[. W odréznieniu od hodowli okresowej uzyskano tu
produkcje zaréwno N2 jak i N20O, co przypisuje sie limitowanemu dostepowi sub-
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stratu. llo$¢ podtlenku azotu w strumieniu gazu rosta wraz ze wzrostem stezenia
tlenu rozpuszczonego w Srodowisku; gdy stezenie to przekroczyto 95% obserwowa-
no juz tylko produkcje N20. W tych samych badaniach odnotowano, ze dodanie hy-
droksyloaminy do podtoza zawierajacego jon amonowy powoduje, ze tylko ona sta-
je sie zrodtem powstajacych gazéw N2 i N20. Tym samym potwierdzono wczesniej-
sze spostrzezenia Robertsona i Kuenena [44], ze hydroksyloamina jest inhibitorem
oksydacji jonu amonowego przez T. pantotropha, nie wptywajac jednak w zaden spo-
sob na catkowitg szybko$¢ nitryfikacji/denitryfikacji.

W ostatnich badaniach wprawdzie nie potwierdzono réwnie wysokiej, jak wczes-
niej sugerowano, efektywnosci symuttanicznie zachodzacych heterotroficznej nitry-
fikacji i denitryfikacji tlenowej z udziatem modelowego organizmu za jaki uznano
T. pantotropha, nie wydaje sie jednak by mogto powrécié przeSwiadczenie o zupetnie
nieznaczacej roli tych procesdow w usuwaniu azotu ze Sciekéw. W ostatnio prowa-
dzonych eksperymentach inne powszechnie spotykane w naturalnym $rodowisku
heterotroficzne nitryfikatory [45] utrzymujg swojg wczesniej opisywang aktywnos¢
[40]. Ich miejsce w przemianach zwigzkdw nieorganicznego azotu wynika z szero-
kiej ich dostepnosci i szybkiego wzrostu. Przeksztatcanie produktow swojej oksyda-
cji do azotu gazowego udokumentowano w hodowlach szeregu innych heterotro-
ficznych nitryfikatorow, potwierdzajagc jednocze$nie mozliwos¢ eliminacji azotu
przez pojedynczy organizm [46-49].

Przedstawione wyniki pochodzg w znacznej mierze z badan o charakterze pod-
stawowym, nie majacych wiele wspolnego z dziataniami aptikacyjnymi. Ciagle jesz-
cze panuje przekonanie, ze azot tradycyjnie jest usuwany ze $ciekéw z zastosowa-
niem metody osadu czynnego, zatem w drodze klasycznej nitryfikacji i denitryfika-
cji. Sposroéd przedstawionych ,,nowych” przemian mikrobiologicznych azotu mine-
ralnego, jak sie wydaje, w najblizszej przysztosci bardziej bezttenowe utlenianie
jonu amonowego stanie sie obiecujgcym procesem w aspekcie potencjalnych osz-
czednosci energii i nizszego zapotrzebowania na ChZT w oczyszczanych $ciekach
niz aerobowa denitryfikacja sprzezona z heterotroficzng nitryfikacjg, ktorej szyb-
kosc¢ jest jednak duzo nizsza od wyznaczanej dla nitryfikacji autotroficznej (tab. 1).

Tabela
Poréwnanie szybkosci autotroficznej i heterotroficznej nitryfikacji [11,16]

Organizm Szybkos¢ nitryfikacji nM/ mg s.m. + min Zwiazek azotu
Pseudomonas aeruginosa 70-90 hydroksyloamina
Pseudomonas sp. 40-450 hydroksyloamina
Alcaligenes sp. 33 oksym aldehydu pirogronowego
Pseudomonas sp. 2,6 oksym aldehydu pirogronowego
Thiosphaera pantotropha 35 amoniak
Alcaligenes faecalis 17-22 amoniak
Pseudomonas sp. 24 amoniak
Nitrosomonas sp. 130-1200 amoniak i hydroksyloamina
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