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WPLYW TEMPERATURY | pH NA PARAMETRY KINETYCZNE
PROCESU BIODENITRYFIKACII

Obecnos¢ azotu azotanowego w wodach ujmo-
wanych do celéw wodociggowych jest nie-
wskazana, gléwnie ze wzgledéow zdrowotnych.
Poniewaz konwencjonalne metody oczyszczania
wod i $ciekOw nie pozwalaja na skuteczne
unieszkodliwianie azotanéw, dlatego interesu-
jace jest rozwazenie mozliwosci wykorzystania
w tym celu metody biochemicznej denitryfika-
cji.-W pracach nad kinetycznym modelem pro-
cesu biodenitryfikacji wykazano, Ze proces ten,
realizowany przez wyizolowana kulture bak-
terii z rodzaju Pseudomonas, przebiega zgodnie

z kinetycznym modelem ukladu nieodwracal-

nych reakcji nastepczych I-go rzedu z trwa-
tym produktem posrednim, wedlug nastepujg-
cego schematu:

ki ko
NO;— —-t—-> NO, —— N;
1 2

Dla modelu tego wyprowadzono rownania ki-
netyczne obydwu etapéw reakeji, umozliwiajg-
ce obliczenie stalych szybkosci (k;, k,) oraz
okresow indukeyjnych (i, t2) [1, 2].

W niniejszej pracy przebadano wplyw tempe-
ratury i pH s$rodowiska na przebieg procesu
biodenitryfikacji, ktéry ze wzgledu na udzial
bakterii jest wrazliwy na zmiany tych parame-
trow. Na ogél predko$é¢ przemian tego typu
rosnie wraz ze wzrostem temperatury lub ze
zmiang pH do pewnej wartosci optymalnej,
powyzej ktorej gwattownie spada. Wzrost tem-
peratury przyspiesza dwa niezalezne procesy,
a mianowicie katalizowang reakcje i inaktywa-
cje enzymu. Wspdlczynnik temperaturowy (przy
wzroscie temperatury o 10°C) dla reakeji enzy-
matycznych biegngcych ponizej temperatury
optymalnej przybiera wartosci lezgce w prze-
dziale 1-=-2, a powyzej tej temperatury maleje
wskutek termicznej inaktywacji enzymu. Row-
nanie Arrheniusa opisujgce zaleznos¢ tempera-
turowqg stalych szybko$ci reakcji, cho¢ czesto
wykorzystywane do opisu catkowitego procesu
fizjologicznego, nie ma zastosowania do indy-
widualnych reakeji enzymatycznych.

Doniesienia literaturowe dotyczace wplywu
temperatury na przebieg procesu denitryfikacji
réznig sie miedzy sobg [3, 11]. NajczeSciej po-
dawny jest dos$c¢ szeroki przedzial aktywnosci
denitryfikatoréw, mieszczacy sie miedzy 4 a
70°C, przy czym zalezy on od gatunku drobno-
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ustrojow oraz warunkéw fizykochemicznych
Srodowiska [6, 7, 10, 11]. Przewazaja wszakze
badania, z ktérych wynika, ze denitryfikacja
przebiega najefektywniej w zakresie tempera-
tur od 15 do 35°C {3—9]. Znana jest instalacja,
pozwalajgca na catkowite usuwanie azotanow
ze Sciekdw z najwiekszg wydajnoscig w prze-
dziale temperatur od 23 do 31°C [9]. Warto
rowniez zwroéci¢ uwage na fakt, ze temperatu-
ra ukladu wywiera takze wplyw na produkty
denitryfikacji. W temperaturach niskich i po-
wyzej 70°C glownym produktem procesu jest
N0, podczas gdy w pozostaltych przypadkach
otrzymuje sie azot czasteczkowy {1, 2].

Drugim parametrem, ktéry w znacznym stop-
niu decyduje o aktywno$ci procesu denitryfi-
kacji, jest wartos¢ pH ukladu. Jak wiadomo,
enzymy, w tym takze enzymy bakterii biora-
cych udzial w dentryfikacji, wykazujg aktyw-
nos¢ w odpowiednim zakresie pH. Wystepowa-
nie wyraznego maksimum aktywnosci enzymu
w funkeji pH spowodowane jest jego nieod-
wracalng inaktywacjg albo malejacym powino-
wactwem enzymu do substratu po jednej lub
obu stronach optymalnej wartosci pH. Kazdy
enzym reaguje na zmiany pH ukladu w cha-
rakterystyczny dla siebie sposéb, zgodny ze
swoim skladem aminokwasowym.

Wplyw pH na aktywno$¢ enzyméw zaangazo-
wanych w procesie denitryfikacji nie zostal
jeszeze w pelni opisany. Badania ograniczaja
sie do okreslenia optymalnego zakresu pH, nie
wnikajac w mechanizm reakcji, a wyniki wy-
kazuja duze rozbieznosci. Panuje natomiast
zgodnos$é co do tego, ze pH, podobnie jak tem-
peratura, decyduje o produktach denitryfikaciji,
przy czym przy niskich wartoéciach pH (ok. 5)
podstawowym produktem jest N,O, natomiast
przy pH==6 jest nim N, [1]. Poniewaz jedynag
miarodajng metodg okreslania wplywu tempe-
ratury i pH na przebieg reakcji enzymatycz-
nych jest wyznaczenie stalych szybkosci lub
stalych réwnowagi reakeji w funkeji tych pa-
rametréw, w pracy tej zamieszczono wyniki
badan nad wplywem temperatury i pH S$rodo-
wiska na parametry kinetyczne procesu deni-
tryfikacji.

Metodyka badan

Bakterie Pseudomonas wyizolowano z gleb
ogrodowych, przenocszac je na pozywki azotano-
we o skladzie 1, 2]: mleczan sodu — 35,
Na,HPO, — 1, CaCl, — 1, MgSO,-TH,0 — 0,5,
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NH,Cl — 0,25, Fe(NOg)s — 0,25, KNOy — 10;
mikroelementy: Ni(NOj); — 1,5-107*, Na,SeO;
- 1-1078%, CuSO,-5H;0 — 1,2-10—2, (NH,);MoO,
— 2:1073, Zn(NO,),- 6H,0 — 1-1073, H;BOy —
8,6:1073, MnSQ4 — 3,1-1072, Co(NO;)p- TH,O —
3-1072 (wszystkie wartosci podano w g/dm?).

Proces wzrostu bakterii oraz badania kinetycz-
ne prowadzono w warunkach beztlenowych
(argon). Do badan kinetycznych stosowano
pozywki, w ktoérych stezenie azotu azotanowego
wynosito 1,4 g N/dm3, a jedynym substratem
organicznym byl mleczan sodu o stezeniu za-
pewniajacym stosunek masowy wegla organicz-
nego do azotu nieorganicznego (C/N) réwny
1,4 g/g.

Stezenia azotanoéw i azotynéw oznaczano spek-
trofotometrycznie (Specol-Carl Zeiss Jena) [14].
Stezenia gazowych produktow reakeji okresla-
no chromatograficznie, wykorzystujgc Chroma-
tron GCHF 18.3 (NRD) z kolumnami ze stali
nierdzewnej o dlugosci 1 m, $rednicy wewne-
trznej 0,4 mm, wypelnionymi sitami moleku-
larnymi 13X 1 poropakiem, w temperaturze
pokojowej, stosujac jako gaz nosny hel o prze-
ptywie 2 dm?/h.

Statystyczng ocene wynikéw oraz obliczenia
kinetyczne wykonano na mikrokomputerze
,Acorn B”, a wykresy sporzadzono przy po-
mocy drukarki IBM [1]. Szczegoly zwigzane
z izolacjg i identyfikacjg denitryfikatoréw oraz
z badaniami kinetycznymi zamieszczono w po-
przednich pracach {1, 2].

Interpretacja wynikow

Wyizolowana hodowle bakterii inkubowano
w siedmiu temperaturach w przedziale od 14
do 44°C (co ok. 5°C). W przypadku zastosowania
kraﬁcowgch temperatur badanego przedzialu
(14 i 44°C) nie obserwowano wzrostu mikro-
organizmoéw, ani tez redukcji azotandéw. Dla po-
zostalych temperatur, w ktorych denitryfikacja
zachodzila, obliczono stale szybkosci (ky, ki)
i okresy indukcyjne (t;, t;) obydwu etapow re-
akeji, a odpowiednie wyniki wraz z oszacowa-
niem statystycznym {1, 2] zamieszczono w ta-
beli 1.

Tabela
PARAMETRY KINETYCZNE BIODENITRYFIKAC)H | ICH OSZACOWANIE
STATYSTYCZNE DLA RO2ZNYCH TEMPERATUR INKUBACH

temp. K, Y k b tmar N9 max s .
[° ™ b BT th  fg/dm?] v

19 0,288 20,7 0,154 23,0 1,7 0,35 0,022 0,96
26 0,208 12,6 0,200 15,0 19,2 0,31 0,014 8,91
n 0,294 12,0 0,200 13,4 17,5 0,41 0,025 0,58
37 0,336 54 0,564 5,4 7,7 0,39 0,200 9,96
L} 0,274 60 0,151 7,2 12,9 0,49 0,020 0,98
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Rys. 1. Zmiany steief azotanbéw, azotynmow i azotu
w zalesnos$eci od czasu trwania procesu denitryfikacji
(linig ciggla — krzywe teoretyczne, punkty — dane
eksperymentalne)

Ponadto na podstawie obliczonych parametrow
kinetycznych, dla kazdej z badanych tempera-
tur, wykreslono krzywe teoretyczne zmian ste-
zenia wystepujacych form azotu nieorganiczne-
go w funkcji czasu trwania reakcji i skorelo-
wano je z danymi eksperymentalnymi. Dla
ilustracji tego cyklu badan zamieszczono przy-
ktadowo jeden z typowych wykresow, wyko-
nany dla optymalnej temperatury 37°C (rys. 1).

Z przeprowadzonych korelacji wynika, Zze naj-
wigksze rozbieznos$ci miedzy krzywymi teore-
tycznymi i eksperymentalnymi wystepuja w
zakresie wysokich stezen azotanéw. Obserwu-
je sie réwniez przesuniecie maksimum krzy-
wej teoretycznej stezenia azotyndéw (NO; max)
w strone czasow krotszych i nieznaczne jego
obnizenie w stosunku do wartoséci eksperymen-
talnych. Odstepstwa te spowodowane sg praw-
dopodobnie istnieniem okreséw indukeyjnych
w obydwu etapach reakcji, wynikajgcych z po-
czatkowej wolnej fazy wzrostu mikroorganiz-
moéw {1].

W celu przeanalizowania wplywu temperatu-
ry na stale szybkosci reakcji i okresy induk-
cyjne procesu denitryfikeji wykreslono odpo-
wiednie krzywe i przedstawiono je na rysun-
kach 2 1 3.
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Rys. 2. Zaleino$é stalych szybkosci reakcji od tem-
peratury
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Rys. 3. Zalezno$é okresow indukcyjnych reakcji od
temperatury

Krzywe ilustrujace zaleznos$¢ temperaturowsy
gtalych szybkosci obydwu etapoéw redukcji
mialy charakter typowy dla reakeji enzyma-
tycznych (rys. 2). Wystepuje zatem $cisle okre-
$lony zakres temperatury, poza ktéorym war-
tosci obydwu stalych szybko$ci gwaltownie
spadajg. W obszarze tym istnieje maksimum
pozwalajgce na wyznaczenie temperatury opty-
malnej, ktéra w tym przypadku wynosita 37°C.
Warto przy tym zauwazyé¢, ze drugi etap re-
dukcji reaguje gwaltowniej na zmiany tem-
peratury niz pierwszy, co moze byC spowo-
dowane rozng naturag enzymow katalizujacych

poszczegolre etapy. Obydwie stale szybkosei -

zmieniajg sie drastyczniej w przypadku pod-
wyzszenia temperatury w stosunku do opty-
malnej, niz w przypadku jej obnizenia. Wy-
starczy zwréci¢ uwage na fakt, ze juz T-stop-
niowy jej przyrost (od 37 do 44°C) powoduje
calkowity inaktywacje ukladu.

Spadek wartosci okresow indukeyjnych reakeji
wraz.ze wzrostem temperatury inkubacji w za-
kresie do 37°C posiada w przyblizeniu charak-
ter liniowy (rys. 3). Dopiero przy dalszym
podwyzszaniu temperatury nastepuje stopnio-
we, nieznaczne ich wydluzanie. Zatem fempe-
rature 37°C mozna przyja¢ za optymalna dla
procesu biodenitryfikacji, zaréwno ze wzgledu
na najwieksze warto$ci stalych szybkosci, jak
i na najkrotsze okresy indukceyjne.

Badania wplywu pH $rodowiska na szybkose
pracesu denitryfikacji prowadzono na poziyw-
kach, w ktérych pH stopniowo zwiekszano
o polowe jednostki w przedziale od 5,5 do 9,5.
W skrajnych warto$ciach badanego zakresu,

Tabela 2
PARAMETRY KINETYCZNE BIODENITRYFIKACHI 1 ICH OSZACOWANIIE
STATYSTYCZNE DLA ROZNYCH WARTOSCI pH
{temp. 37°C, C/N==1,4)

% =
pH 1 |1 kz ' i2 'ma:r Noz max § v

BOR BT B B fldmy ¥

6,0 0,199 15,8 0,133 16,0 22,0 0,51 0,036 0,95
6,5 0,201 15,0 0,163 16,3 22,0 0,43 0,047 0,98
7.9 0,336 54 0,564 54 7.7 0,39 0,020 0,96
7.5 0,323 7,2 0,242 8,3 "9 0,42 0,026 0,94
3,0 0,281 7,8 0,87 84 127 0,50 0,038 0,96
%5 0,221 11,6 0,184 12,5 17,5 0,46 0,030 0,99
9,0 0,211 17,0 0,136 18,1 2,0 0,51 0,031 0,97
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Rys. 4. Zaleino$é statych szybkoSci reakcii od pH
$rodowiska

podobnie jak w przypadku temperatury, nie
obserwowano wzrostu mikroorganizméw, a co
za tym idzie, redukeji azotanéw. Dla pozosta-
tych ‘wartosci pH, przy ktérych denitryfikacja
zachodzila, obliczono parametry Kkinetyczne
procesu (tab. 2).

W oparciu o obliczone parametry wykreslono
rowniez krzywe teoretyczne zmian stezenia
poszczegdlnych form azotu w funkeji czasu oraz
skorelowano je z danymi doswiadczalnymi.
Krzywe kinetyczne wykreslone dla poszczegol-
nych temperatur i wartosci pH badanych prze-
dzialéw $wiadcza o tym, ze mechanizm deni-
tryfikacji pozostaje nie zmieniony, a zmienia-
ja sie jedynie wartosci parametrow kinetycz-
nych {1]. Dodatkowo na rysunkach 415 przed-
stawiono wplyw pH pozywki na stale szybkos-
ci i okresy indukeyjne reakeji.

Zaleznosé stalych szybkosci denitryfikacji od
pH s$rodowiska miala podobny przebieg jak
odpowiednia zalezno$¢ temperaturowa, przy
czym maksimum dla obydwu etapéw przypada
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b

Rys. 5. Zalezno$é okreséw indukcyjnych reakcji od
pH §$rodowiska
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dla pH="7,0. Ponadto z krzywych tych wynika,
ze wyizolowana kultura bakterii jest bardziej
wrazliwa na srodowisko kwasowe niz zasadowe,
poniewaz obnizajagc pH w stosunku do opty-
malnego obserwuje sie gwaltowniejszy spacek
statych szybko$ci niz w przypadku jego pod-
wyzszenia. Rowniez drugi etap redukceji, podo-
bnie jak dla funkcji temperaturowej, reaguje
drastyczniej na zmiany pH niz pierwszy (rys. 4).

Krzywa zaleinosci okreséw indukcyjnych od pH
posiada wyrazne minimum przypadajace na pH
obojetne (rys. 5). Jednakze przy przechodzeniu
od $rodowiska kwasowego do alkalicznego ob-
serwuje sie najpierw liniowy spadek wartosci
okreséw indukeyjnych do pH obojetnego, a do-
pieroc potem tlagodniejszy ich wzrost. Ze
wzgledu na najwieksze wartosci statych szyb-
kosci reakeji 1 najkrotsze okresy indukcyjne
optymalne pH badanego procesu wynosi 7,0.

Podsumowanie

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze temperature
37°C oraz pH="7 mozna uzna¢ za optymalne
parametry procesu denitryfikacji realizowane-
go przez wyizolowang kulture denitrytikatorow
z rodzaju Pseudomonas, i to zarowno ze wzgle-
du na maksymalne wartosci stalych szyhkosci,
jak 1 najkrotsze okresy indukecyjne reakeji.

Jednoczeénie nalezy stwierdzic¢, ze do zastoso-
wania procesu w rozwigzaniach technologicz-
nych nadaje si¢ zakres temperatur od 19 do
do 40°C, oraz przedzial pH od 6,5 do 8,0 czyli
caly obszar, w ktorym denitryfikatory pozo-
stajg aktywne. W tym przypadku wydiuza si¢
jedynie okres indukecyjny i malejg state szyb-
kosci reakeji, ale unika sie kosztownego ogrze-
wania lub schladzania duzych objgtosci scie-
kow.

W pracy wykazano, ze bakterie z rodzaju Pse-
udomonags realizujg proces denitryfikacji zgod-
nie z kinetycznym modelem ukladu nieodwra-
calnych reakcji nastepczych. Z badan takze
wynika, ze obok warunkéw cptymalnych, ist-
nieje stosunkowo szeroki zakres temperatury
i pH, przy ktorym bakterie z rodzaju Pseudo-
monas realizujg efektywnie proces denitryfika-
cji. Stwarza to mozliwos¢ .wykorzystania ich
w warunkach przemystowych do oczyszc-ania
$ciekow o stezeniu azotandéw do 1,4 g N/dm3.
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THE EFFECT OF TEMPERATURE AND pH ON THE
KINETIC PARAMETERS: OF THE
BIODENITRIFICATION PROCESS

Using an isolated bacterial culture of the Pseudomo-
nas genus, the optimum temperature (37°C) and pH
(7.0) for the denitrification process are established.
Determined are also the ranges of the two parame-
ters in which the investigated denitrifying bacteria
remain active, Making use of a kinetic model of the

process, the rate constants and the induction periods
of the reaction are calculated. The values of the Kki-
netic parameters enable determination of theoretical
curves which relate the concentratjon wvariations for
all forms of inorganic mnitrogen " to the duration of
the reaction. The results have been corrzlated with
empirical data. Determined are also the pH-depen-
dence and -the temperature-dependence of the rate
constants and induction times.
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