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Poznan

1. Wstep

wyniku intensyfikacji produkcji rolniczej oraz silnego rozwoju przemy-

stu obserwuje sie w Srodowisku znaczny wzrost poziomu pierwiastkow

biogennych, w tym réwniez azotanéw. Jony azotanowe migrujac w glebie do-
stajg sie do uje¢ wody pitnej i przyczyniaja sie do powaznego obnizenia jakosci
spozywanej wody. Szkodliwy wptyw azotandédw na organizm cztowieka polega
na ich udziale w powstawaniu kancerogennych nitrozoamin oraz na wywo-
tywaniu methemoglobinemii, choroby szczegdlnie groznej dla niemowlat.

Obowigzujgce normy dopuszczajg zawartos¢ azotandw w wodzie na po-
ziomie 10 mg N-NOa" w litrze, jednakze mozna przypuszcza¢, ze norma ta
zostanie zaostrzona do 5 mg N-NO3 na litr. Nadmierna zawarto$¢ azotanéw
w wodzie pitnej wystepuje réwniez w naszym Kkraju. Sytuacja ta wymusza
szukanie rozwiazan technologicznych pozwalajgcych na ograniczenie obecno-
§ci azotanow w Srodowisku, a przede wszystkim na skuteczne usuwanie
azotanéw z wody pitnej.

Ze wzgledu na pewne wady denitr}dikacji biologicznej, jak zmniejszenie
aktywnosci drobnoustrojoéw w niskiej temperaturze, mozliwo$¢ skazenia mikro-
biologicznego wody oraz powstawanie azotynéw, poszukuje sie metod roz-
dzielenia procesu separacji azotandéw od ich mikrobiologicznego rozkiadu.
Duze perspektywy ma separacja azotanéw na drodze wymiany jonowej, a na-
stepnie usuniecie azotandw z odpadu poregeneracyjnego poprzez mikrobiolo-
giczng konwersje azotandéw do gazowych form azotu (tlenku azotu, podtlenku
azotu, czy azotu czasteczkowego) (1-3).
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Wsrdd stosowanych jonitéw mozna wyrézni¢ zywice nieselektywne i sele-
ktywne. Te ostatnie sg szczegdlnie zalecane, gdy uzdatniana woda zawiera
duzg ilo$¢ jondw siarczanowych, konkurencyjnych dla jonéw azotanowych.
Uzycie takich zywic zwieksza wydajnosc i skutecznos¢ procesu denitryfikacji.
Wysycenie jonitow anionami powoduje konieczno$¢ ich okresowej regeneracji
za pomoca roztworow soli. Dzieki zastosowaniu zestawu kilku kolumn mozna
prowadzi¢ proces w sposob ciggly, a przesuniecie cyklu pracy kolumn umo-
zliwia wyltaczenie kolumny bez zatrzymania procesu i poddanie jej regene-
racji. Do regeneracji stosuje sie Kilkuprocentowe roztwory NaCl, badz
NaHCO3. Podczas regeneracji najpierw z kolumny usuwane sg jony najstabiej
z nig zwigzane (HCO3), a na koniec jony wykazujgce najwieksze powino-
wactwo chemiczne do anionitu (SO42-), Ujmujgc stechiometrycznie problem
regeneracji, na kazdy gramorownowaznik zywicy stosuje sie od 1 do 9 gramo-
réwnowaznikéw chlorkéw. Po kazdej regeneracji kolumne jonowymienng na-
lezy doktadnie przeptuka¢ w celu usuniecia nadmiaru jondw niezwiazanych
z jonitem (4). Usuniecie azotandéw z regenerantu metodg mikrobiologicznej
denitryfikacji umozliwia jego wielokrotne wykorzystanie do regeneracji zywic.

Z technologicznego punktu widzenia wazne jest zastosowanie takiego ste-
zenia NaCl, aby ilos¢ chlorkow byta wystarczajgca do regeneracji zywicy, a tak-
ze aby nie wplywala negatywnie na organizmy prowadzgce proces denitiyfika-
cji. Stosownym rozwigzaniem, jak sie wydaje, jest wykorzystanie denitryfika-
toréw halofitnych, ktére charakteryzuja sie znaczng tolerancjg na wysokie ste-
zenie soli. Zaletami tego procesu jest brak skazenia mikrobiologicznego ko-
lumny jonowymiennej w wyniku rozdzielenia proceséw separacji azotanow i ich
biokonwersji do gazowych form azotu, nieobecno$¢ w wodzie zwigzkéw orga-
nicznych bedacych Zrédtem wegla dla bakterii i mozliwos$¢ wielokrotnego wy-
korzystania solanki (obieg zamkniety). Omawiana metoda ma jednak pewne
wady, jak koniecznos$¢ dezynfekcji jonitéw po procesie regeneracji, koniecznosé
stosowania materiatdw odpornych na korozje i precyzyjny dobor parametréw
pracy kolumn jonowymiennych i bioreaktora denitryfikacyjnego.

Celem pracy bylo zbadanie mozliwosci wykorzystania zywic jonowymien-
nych do usuwania azotanow z wody pitnej, okre$lenie Kinetyki procesu biode-
nitryfikacji solanki poregeneracyjnej oraz opracowanie matematycznych mo-
deli zmian stezenia azotandw w funkcji czasu.

2. Materiaty i metody

2.1 zywice jonowymienne

Do badan wykorzystano nastepujgce zywice jonowymienne:
Amberlite IRA 410 o teoretycznej zdolnosci jonowymiennej 3,9 eqg/kg,
Amberlite IRA 400 o teoretycznej zdolnosci jonowymiennej 3,9 eqg/kg,
Dowex 2 o teoretycznej zdolnosci jonowymiennej 3,6 eg/kg,
Wofatit SBK o teoretycznej zdolnosci jonowymiennej 3,0 eqg/kg.
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Rys. 1. Schemat stanowiska badawczego: | — kolumnajonowymienna, 2 — zbiornik, 3 —
pompa.

Stanowisko badawcze przedstawione zostato na rysunku ! i skladato sie
ono ze szklanej kolumny o wysokosci 40 cm i $rednicy 1,5 cm, wypetnionej
Zywicg jonowymienng, pompy peiystaltycznej firmy Watson-Martow i naczynia
wyréwnawczego. Parametry charakteryzujace uktad ujete zostaty w tabeli 1.

Tabela 1

Parametry uk#adu doswiadczalnego do wymiany jonowej

wysokos$¢ kolumny (cm) 40
$rednica kolumny (cm) 15
objetos¢ kolumny (cm”) 71
masa jonitéw (g)

Amberlite IRA 410 30
Amberlite IRA 400 33
Wolfatit SKB 33,5
Dowex 2 30
szybkos$¢ obrotéw pompy (obr/min) 5
wydajno$¢ pompy (cm”/min) 47
wymiana objetosci w czasie 20 min 13,2

W kolumnie umieszczano poszczegélne zywice i przepuszczano roztwor
azotanow. Nastepnie kolumne regenerowano 5% roztworem NaCl w ilosci
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500 cm”. Przeprowadzono trzy tadowania jonitu azotanami i trzy regeneracje.
Przed i po regeneracji zywice dokladnie ptukano wodg destylowcing w celu
usuniecia jonéw nie zwigzanych z zywica. Proby pobierano w statych odste-
pach czasu co 20 min przez 2 godziny.

2.2. Mikroorganizmy

Do denitryfikacji wody zawierajgcej NaCl w stezeniach 0% (kontrola), 1,
1,5 i 2% uzyto bakterii Paracoccus denitrificans (ATCC19367), natomiast do
denitryfikacji solanki zawierajacej 6, 10 i 12% NaCl (w/v) wykorzystano ha-
lofilne bakterie z gatunku Halobacterium mediterranei (ATCC 33500).

2.3. Inocuium bakterii H. mediterranei

Szczep Halobacterium mediterranei hodowano na skosach agarowych
w temperaturze 37°C przez 48 godzin. Nastepnie przenoszono bakterie ze
skoséw do kolb na pozywke ptynng nr 1176 wg ATCC, wykorzystujac trzy
skosy na zaszczepienie 100 ml ptynnej poz5rwki. Po 48 godzinach odwirowy-
wano 25 ml hodowli przy 3700 g i uzyskang biomasg zaszczepiano kolbe
zawierajacg 250 ml pozbrwki hodowlanej.

Tabela 2
Sk#ad pozywki ii76 uzywanej do hodowli Halobacterium mediterranei

1lo$¢ sktadnika

Sktadniki pozywki ©

NaCl 156
MgCb X 6H20 13
MgS04 X 6H20 20
C3CI2 ~ GH20 1
KCI 4
NaHCOg 0,2
NaBr 0,5
ekstrakt drozdzowy 5
glukoza 1
woda destylowana 1000

2.4. Inoculum bakterii P. denitrificans

Bakterie Paracoccus denitrificans hodowano na skosach stosujgc pozywke
skladajaca sie ze wzbogaconego agaru (25 g dm'") z dodatkiem glukozy
(10 g dm'). Hodowle prowadzono przez 2 dni w temperaturze 30°C, po czym
zawiesing komoérek uzyskanag ze zmycia trzech skoséw zaszczepiano kolbe
zawierajacg 100 ml bulionu (15 g dm'*). Hodowle prowadzono przez 48 go-
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dzin w temperaturze 30°C w warunkach beztlenowych. Nastepnie 25 ml
pozywki wirowano przy 3700 g przez 10 min i wyizolowane bakterie prze-
noszono do szczelnie zakorkowanych kolb o pojemnosci 250 ml.

2.5. Warunki prowadzenia procesu biodenitryfikacji

Poczatkowe stezenie azotanu sodowego wynosito 6 g i 7 g NOa'dm"”. Jako
zrédto wegla i donora elektronéw stosowano metanol, ktérego ilos¢ zostata
obliczona z réwnania stechiometiycznego, z 30% nadmiarem:

6NO3- + 5CH30H  3N2 + 5C0O2 + 7H20 + 60H- 4

Dla uzyskania stosunku C:P réwnego 56:1 dodawano dodatkowo KH2PO4.
Proces denitryfikacji prowadzono przy pH 6,5-7, w temperaturze 30°C.

2.6. Metody analityczne

Azotany oznaczano metodag spektofotometiyczng opartg na reakcji z sali-
cylanem sodu w $rodowisku stezonego kwasu siarkowego (7), natomiast azot
azotynowy metodg spektofotometiyczng z kwasem sulfanilowym i 1-naftylo-
aming (8).

3. Wyniki i dyskusja

3.1 Sorpcja jonéw azotanowych na zywicach

Na rysunku 2 przedstawiono wyniki badan nad sorpcjg azotanéw w czasie
trzech kolejnych tadowan i regeneracji zywic jonowymiennych. Po przepro-
wadzeniu serii wymian jonowych stwierdzono, ze regeneracja miata statysty-
cznie istotny, negatywny wplyw na pojemno$¢ roboczg jonitow. Po kazdej
regeneracji nastepowat znaczny spadek zdolnosci adsorpcyjnych zywic. Bylo
to spowodowane tym, ze cze$¢ azotanOw nie ulegla desorpcji, lecz trwale
zwigzata sie z grupami funkcyjnymi jonitdéw oraz niecatkowitym wyptukaniem
niezwigzanych jonéw. Ponadto wysokie stezenie jonow azotanowych podczas
regeneracji mogto mie¢ wptyw na stalg rownowagi procesu wymiany jonowe;j.
Poréwnujac badane zywice jonowymienne nalezy stwierdzi¢, ze najwieksza
pojemnoscia robocza charakteryzowata sie Zsrwica Amberlite IRA 410, naste-
pnie Dowex 2 i Amberlite IRA 400, najmniejszg zas Wofatit SBK. Na usu-
niecie lg azotandéw z wody nalezy uzy¢ od 6,45- 12,20 g zywicy Amberlite
IRA 410, od 7,0 - 12,4 g zywicy Dowex 2 od 7,9 - 22,3 zywicy Amberlite IRA
400 i 10,0 - 19,5 g zywicy Wofatit SBR.

W wyniku regeneracji zywic jonowymiennych powstawat roztwor o duzej
zawartosci chlorku sodowego i azotanow. Roztwér ten mogtby by¢ ponownie
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1 Amberlite IRA410 | Dowex 2 | Amberlite IRA400 | Wofatit SBK

Rys. 2. llo$¢ zwiazanych i uwolnionych azotanéw w czasie trzech kolejnych cykli pracy wy-
miennika jonowego.

uzyty o ile mozliwa bylaby pelna redukcja azotandéw do azotu gazowego.
Mozliwos¢ takg stwarza denitryfikacja mikrobiologiczna.

Powazny problem stanowi w tym przypadku wysokie cisnienie osmotyczne
roztworu poregeneracyjnego, ograniczajace w praktyce rozwoéj wiekszosci mi-
kroorganizmow denitryfikujagcych. Jedynym rozwigzaniem jest zastosowanie
bakterii halofilnych.

3.2. Denitryfikacja mikrobiologiczna

Badania nad denitryfikacjag mikrobiologiczng przeprowadzono przy uzyciu
dwoch gatunkéw bakterii. Jednym z nich byt znany i powszechnie stosowany
w procesach denitrddikacyjnych gatunek P. denitrificarLS. Bakterie te zastoso-
wano do denitiyfikacji roztworéw zawierajacych male stezenia chlorku sodowe-
go. Drugim milo-oorganizmem, dotad nie opisanym w literaturze, byty halofilne
bakterie z gatunku H. mediterranei wytrzymujace nawet 30% stezenie NaCl.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikoéw fermentacyjnych potwierdzita
niekorzystny wptyw duzego stezenia NaCl na wydajnos¢ biodenitryfikacji od-
padu regeneracyjnego (rys. 3-7). Wraz ze wzrostem stezenia NaCl w $rodo-
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Czas (h)
Azotany Azotyny

Rys. 3. Kinetyka denitiyfikacji roztworu wodnego nie zawierajgcego NaCl przez bakterie P. de-

nithjicans.

8 z=m O\Q

Czas (h)
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Rys. 4. Kinetyka denitryfikacji 1,0% solanki przez bakterie P. denitrjicans.
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wisku malata dynamika usuwania azotanéw. W prébie kontrolnej oraz w roz-
tworach zawierajacych 1,0 i 1,5% NaCl, szybka redukcja azotan6éw nastepo-
wata tylko w pierwszych godzinach fermentacji. P6zniej, prawdopodobnie w wy-
niku produkcji szkodliwych metabolitéw, denitryfikacja byla hamowana.
W kazdym z opisywanych przypadkéw stwierdzono w roztworze obecno$é
azotynow.

W przypadku denitryfikacji w srodowisku bez NaCl poziom azotynéw w cig-
gu 10 godzin wzrést do wartoéci 3,53 mg/l i utrzymywat sie na statym
poziomie (rys. 3). Swiadczy to o osiggnieciu stanu pewnej réwnowagi miedzy
redukcjg azotanow do azotynéw a konwersjg tych ostatnich do gazowych
form azotu. Natomiast w procesie prowadzonym w 1,0% NaCl poziom azo-
tynéw w 10 godzinie procesu wyniést 7,02 mg dm'?, a nastepnie wzrést do
18,42 mg dm‘* (rys. 4). Podczas prowadzenia hodowli w $rodowisku 1,5%
(rys. 5) i 2,0% (rys. 6) poziom azotynéw w pierwszych 10 godzinach wyniést
odpowiednio 6,28 i 4,75 mg dm‘* i do konca prowadzenia hodowli utrzymy-
wat sie na poziomie od 2,91-6,15 mg dm'.

Na rysunku 7 przedstawiono wydajnos¢ procesu denitryfikacji w r6znych
stezeniach NaCl. Najwieksza wydajnos¢, wynoszacg 0,91 g/lh, osiggnieto
w probie kontrolnej i zmniejszata sie ona wraz ze wzrostem stezenia NaCl
w roztworze. W hodowli z 1,0% NaCl wydajnos$¢ ulegta zmniejszeniu o 45%,
w 1,5% NaCl o 49,5%. Najsilniejsza inhibicja denitryfikacji wystgpita w roz-
tworze zawierajacym 2,0% NaCl. Spadek wydajnosci denitryfikacji w poréw-
naniu z prébg kontrolng wynosit w tym przypadku az 73,6%.

Na rysunkach 8-10 przedstawiono kinetyke usuwania azotanow przez ha-
lofilne bakterie Halobacterium mediterranei. Stwierdzono, ze szczep ten wy-
kazuje wyrazna zdolno$¢ do redukcji jonéw azotanowych. Z obecnosci jonéw
azotynowych mozna wnioskowaé, ze aktywnos$¢ reduktazy azotanowej byia
wieksza niz reduktazy azotynowej.

Wydajno$¢ procesu usuwania azotandéw z odpadu poregeneracyjnego za-
wierajgcego od 6,0 do 12,0% NaCl przedstawiono na rysunku 11, Z prze-
prowadzonych badan wynika, ze obecno$¢ chlorku sodowego w stezeniu do
10% nie powodowata hamowania denitryfikacji. W czasie 120 godzin fennen-
tacji mikroorganizmy usunely 1,3 g azotandw, co oznacza, ze wydajnosc
denitryfikacji wynosita ok. 0,054 g dm'* h'A. We wszystkich prowadzonych
hodowlach zaobserwowano nagromadzenie sie azotyndéw. Miedzy pierwszg
a dziesigta godzing hodowli stwierdzono przyrost stezenia azotynéw od 1,21
mg dm'* w 6% roztworze NaCl do 17 mg dm'» w 10% roztworze NaCl. Przez
nastepne 110 godzin stezenie azotyndw utrzymywato sie w przedziale 1,22-
19,3 mg dm'?. Zmiany stezenia azotandéw opisano rOwnaniami regresji wie-
lomianowej i przedstawiono w tabeli 3. Réwnania nastepnie zweryfikowano
statystycznie potwierdzajac w ten sposob ich prawidtowoscé.
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O

Czas (h)

Azotany Azotyny

Rys. 5. Kinetyka denitryfikacji 1,5% solanki przez bakterie P. denitrjicans.

Czas (h)

Azotany Azotyny

Rys. 6. Kinetyka denitryfikacji 2,0% solanki przez bakterie P. denitrijicans.
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0% 1,0% 1,5% 2,0%
Stezenie solanki

Rys. 7. Wydajnos¢ procesu denitryfikacji solanek o réznym stezeniu NaCl przez bakterie
P. denitrificans.
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Rys. 8. Kinetyka denitryfikacji 6,0% solanki przez bakterie H. mediterranet
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Rys. 9. Kinetyka denitiyfikacji 10,0% solanki przez bakterie H. mediterranei.

16
14
12

10 E

a>j

Y

Czas (h)
Azotany ~  Azotyny

Rys. 10. Kinetyka denitryfikacji 12,0% solanki przez bakterie H. mediterranei.
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Tabela 3
Roéwnania regresji wielomianowej opisujace szybko$é usuwania azotandéw w czasie (t)
PRZEZ BAKTERIE Paracoccus denitriflcans | Halobacterium medUerranet HODOWANE PRZY ROZNYCH STEZENIACH NaCl

Stezenie NaCl (%) Roéwnanie regresji R2
Paracoccus denitrificans
0 INO3 ! = 0,0009 t2 -0.1149 t + 6,4396 0.95
1.0 INO3 ] = 0,0004 t2 - 0,052 t + 6,3501 0,68
1,5 INO3 | = 0.0002 t2 - 0.0348 t + 6,7079 0,83
2.0 INO3 | = 0,0002 P -0,0245 t + 7,0092 0.75
Halobacterium mediterranei
6,0 (NO3 | = 0.0001 t2 -0,0205 t + 5,8017 0,91
10,0 INO3 | =0,0001 t2 - 0,0207 t + 5,6562 0.74
12,0 [NO3 | =0,0001 t2 -0,0224 t+ 5,8561 0,88

Poréwnujac szybkos¢ redukcji azotanéw przez oba stosowane mikroorga-
nizmy nalezy stwierdzi¢, ze bakterie P. denitrificans wykazywaly o ok. 30%
wiekszg aktywnos¢ denitryfikacyjng niz bakterie H. mediterranei. Biorgc pod
uwage fakt, ze roztwory regeneracyjne zawierajg duze stezenia NaCl, korzy-
stniejszym rozwigzaniem jest stosowcmie organizmow halofilnych.
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Rys. 11. Wydajno$¢ procesu denitryfikacji solanek o réznjon stezeniu NaCl przez bakterie
H. mideterranet
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4. \WWnioski

Przedstawione wyniki pozwalajg na wyciagniecie nastepujgcych wnioskéw:

1. Sposréd badanych zywic najwiekszg zdolnoscig do adsorpcji azotanow
wykazat sie Amberlite IRA 410.

2. Liczba cykli regeneracyjnych miata istotny wptyw na zdolnos$¢ sorpcyj-
na zywic jonowymiennych. Po kaizdej regeneracji ilos¢ zaabsorbowanych azo-
tanbw zmniejszata sie.

3. llos¢ azotandw uwolnionych podczas regeneracji byta mniejsza niz zwia-
zanych, co $wiadczy o trwalym zwiazaniu sie czesci azotanOw z z}wicami.
4. Pojemnos$¢ robocza zywic byta mniejsza niz pojemnos¢ teoretyczna.

5. Stwierdzono mozliwos¢ redukcji azotandéw zawartych w roztworze pore-
generacyjnym, przy uzyciu bakterii Paracoccus denitrificans. Istotny wplyw
na wydajnos¢ biodenitryfikacji przez te bakterie miato stezenie NaCl. Stezenie
powyzej 2,0% NaCl silnie hamowato proces mikrobiologiczny.

6. Wykazano, ze bakterie Halobacterium mediterranei zdolne sa do deni-
tryfikacji roztworéw o wysokich stezeniach NaCl. Najwieksza wydajnos¢ deni-
tryfikacji osiggnieto prowadzgc proces mikrobiologiczny w 10,0% roztworze
NacCl.
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Nitrate removal from drinking water in ion exchange — biological denitri-
fication process

Summary

Microbiological denitrification has some disadvantages, including 1) decrease of fermentation
activity of bacteria at low temperature, 2) serious risk of water contamination, and 3) production
of nitrites. For these reasons, a new method for nitrate removal is required. A promising method
seems to be two step process coupling nitrate adsorption on ion exchange resins followed by
microbiological denitrification.

The aim of this work was to determine usefulness of exchange resins in nitrate ion adsorp-
tion, the influence of resin regeneration on the performance of exchange column, the effect of
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various salt concentrations on biological denitrification, nitrate removal kinetics, as well as math-
ematical modeling of nitrate exchange in the function of time.

lon exchange experiments were performed using Amberlite IRA 400, Amberlite IRA 410,
Wolfatit SKB (Rohm & Haas, USA) and Dowex 2.

For denitrification of low salted water, up to 2% NaCl, bacteria Paracoccus denitnjicans
(ATCC19367) were used, whereas denitrification of higher salted water, with NaCl concentration
up to 12% w/v, was performed with a halophilic strain Halobactenum mediterranei (ATCC 33500).
Methanol was used as carbon source, with 30% excess compared to stoichiometric amount. To
achieve C/P ratio 56/1 potassium monophosphate was added. During fermentation, the pH
value of brine was automatically controlled at 6,5-7,0. Initial concentration of nitrate was 7,0 g dm'/~.
Microbiological denitrification was carried out in batch fermentations. Nitrate concentration in
water was determined using speetrophotometric method with salicylate, and nitrate concentration
was measured in reaction with sulfanilamide and 1-naphtylenediamine.

All used resins showed the ability to adsorb nitrate ions. Adsorption capacity of resins was
significantly affected by the number of regeneration courses and decreased with eveiy regen-
eration course because of strong linkage of ions to the resins.

Fermentation was carried out in glass flask. Both microorganisms used in this study de-
monstrated very good ability to reduce nitrate level. In the case of Paracoccus denitrificans,
statistical analysis of experimental data showed that salt concentration significantly affected
denitrification efficiency. The denitrification process was inhibited even when 2% solution was
used. An important decrease of denitrification rate versus fermentation time was noticed.

Data showed that Halobacterium mediterranei was able to reduce nitrate ions in high chloride
concentration. Mathematical analysis proved that the most important factor influencing denitri-
fication rate is chloride concentration. The maximum of denitrification rate appeared in post-re-
generation brine with 10% of sodium chloride.

Key words:
denitrification, drink water nitrate, ion exchange, Paracoccus denitrificans, Halobacterium
maditerranei.
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