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Uvod

Kontrola emisnych plynov vyptstanych do prostredia
patri medzi prioritné ciele vSetkych priemyselnych produ-
centov. Pre dosiahnutie tohoto ciel'a sa vyvijaju nové tech-
nologie s vysSou ucinnostou zachytavania a likvidacie
skodlivych latok vypustanych do prostredia'?. Jednou
z efektivnych metdd na zachytavanie a likvidaciu Skodli-
vin je aj zaradenie biofiltracie do technologického
postupu’. Zakladnou podmienkou tohoto procesu je vyuzit
skupiny baktérii, pre ktoré nie je odpadny produkt toxicky
a baktéria ho dokaze metabolizovat’, pri¢om G¢innost’ takého-
to procesu sa musi pohybovat’ v rozsahu 90-99 % (cit.*®).
Biofiltracia je zalozend na imobilizacii baktérii na pevna
fazu, cez ktoru prechadzaji znecistujice latky, ktoré su
kontinualne odburavané.

Nové enviromentalne §tadie vyuZzivaju Siroku paletu
mikroorganizmov pri biodegradacii priemyselnych pro-
duktov, medzi ktoré zarad’ujeme rdzne oleje, organické
rozpuitadla, pesticidy a herbicidy”®. V biodegradaénych
experimentoch dominuji baktérie rodu Pseudomonas,
ktoré maji na svojom gendéme alebo na plazmidoch lokali-
zované operony (fol operon) kodujice skupiny enzymov
podiel'ajucich sa pri biodegradacii mnohych organickych
latok™'’. Pri biodegradéacii benzénu sa vyuziva skupina
mikroorganizmov prevazne rodu Pseudomonas, ktoré st
schopné produkovat enzymy oxidujuce benzén, benzén
dioxigendzu a cis benzén glykol dehydrogendzu, pri¢om
vyslednym produktom je katechol, ktory priamo vstupuje
do metabolickych drah bunky''.

Baktérie rodu Acetobacter patria medzi gram-
negativne striktne anaerdbne baktérie, pre ktoré je charak-
teristicka schopnost’ oxidacie alkoholu a roéznych sachari-
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dov. Pre vysokul schopnost’ degradacie sacharidov sa uz od
praddvna vyuzivaji octové baktérie pri vyrobe octu, su
sucastou fermentacnych kultar pri vyrobe vina, piva a ich
schopnost’ sa vyuziva pri biokonvezrii sacharidov, pri pri-
prave vysoko &istej celulozy'? a acetanu'*'*. V poslednom
obdobi sa niektoré kmene Acetobacter vyuZivaji aj pri
bioremediacnych pracach pri degradacii niektorych orga-
nickych latok pripravovanych z ropy, ktoré sa po svojom
vyuziti stavaju zdrojom znegistenia v prirode'™'®. Octové
baktérie boli na zéklade metabolickych pochodov dlhy ¢as
zarad'ované do Cel'ade Pseudomonaceae a az v poslednom
obdobi boli preradené do novovytvorenej celade Aceto-
bacteriaceae, ¢o preduréuje ich podobné enzymové vyba-
venie ako mali baktérie v povodnej skupine'®.

V predchadzajicich pracach sme ukazali'®", Ze bak-
térie rodu Acetobacter sii schopné metabolizovat’ benzén
a vyuzivat’ ho ako zdroj energie pre svoj d’alsi rast. Vyuzi-
tie tychto baktérii pri biodegradacii benzénu v polopre-
vadzkovych bioreaktoroch a porovnanie G¢innosti degra-
dacie s baktériami COV1 izolovanymi z aktivovanych
kalov, bolo zakladnym cielom predloZenej prace.

Material a metody
Bakterialne kmene

Bakteridlne kmene Acetobacter pasteurianus pouzité
v experimentoch pochadzaju zo Zbierky mikroorganizmov
na Katedre molekularnej biologie Prirodovedeckej fakulty
UK v Bratislave. Zmesn4 kultara baktérii COV1 izolovana
z Gisticky odpadnych véd je zo zbierky VURUPu
v Bratislave.

Kultivaéné média a kultivacia baktérii

Kmene Acetobacter pasteurianus boli kultivované na
médiu YPM (5 g kvasni¢ny autolyzat, 3 g pepton, 0,1 %
benzén na 1 000 ml média) pri teplote 28 °C a baktérie
COV1 na kultivatnom médiu M (10 g kvasni¢ny autoly-
zat, 10 g pepton, 5 g NaCl, pH 7,2 na 1 000 ml média) pri
teplote 37 °C na rotacne;j trepacke Heidolph Unimax 1010
pri 180 ot min™". Pri priprave pevnych médii sme pridavali
20 g agaru na liter média. Média boli suplementované
benzénom do koncentracie 0,1 %. Pocas biofiltracie sa do
bioreaktora pridavali minerdlne Ziviny (médium 10 krat
MM: 104,9 g K,HPO,, 54,4 g KH,PO,, 40 g (NH4),SO,,
5 g kvasni¢ny autolyzat a 10 ml anorganickych soli na
1 liter média zlozenych z 5 g MgSO, . 7 H,0O, 0,5 g
MnSO;, . 7 H,0, 0,0125 g FeSO, . 7 H,0O, 0,05 g CaCl,
s vyslednym pH 7.,4).

Priprava inokula na biofiltraciu

Baktérie z aktivovaného kalu COV1 boli pripravova-
né na pracovisku biotechnoldgie a ekoprocesov Slovnaft
VURUP v Bratislave. Z aktivovaného kalu boli selektova-
né baktérie, ktoré boli schopné rast v prostredi
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so zvySenou koncentraciou benzénu. Inokulum buniek
COV1 bolo pripravené kultiviciou na médiu MM
s pridavkom benzénu do vyslednej koncentracie 0,1 % na
rotagnej trepacke pri 180 ot min™' pri teplote 37 °C do
absorbancie 459 0,9-1,0 (Coje 5,4 . 10® buniek na ml).

Inokulum buniek kmenlov Acetobacter pasteurianus
3612 a Acetobacter pasteurianus 3614 bolo pripravené 24
hodinovou kultivaciou v kultivatnom médiu YPM, do
ktorého sa pridaval benzén do vyslednej koncentracie
0,1 % na rotaénej trepacke pri 180 ot min™" pri teplote 28 °C
do absorbancie Asq 0,9—1,0 (¢o je 4,9 . 10® buniek na ml).

50 ml pripraveného inokula bolo aplikované na nosic¢
biofiltra v jednotlivych experimentoch injekénou striekac-
kou zvrchu kolony nadol.

Prezivanie baktérii v biofiltre sme stanovovali odbe-
rom 100 mg aktivneho uhlia v pdt’ dinovych intervaloch.
Vzorka bola suspendovana v 2 ml sterilnej vody a po od-
filtrovani cez skladani gazu sme Cast’ supernatantu nanies-
li na Petriho misky s médiom M resp. YPG a po kultivacii
spocitali mnozstvo buniek a prepocitali na objem biofiltra.

Priprava biofiltra

Zakladnym prvkom biofiltra je filtracna vrstva — no-
si¢, na ktorom dochadza k sorpcii uhl'ovodikom syteného
vzduchu a ich naslednej biodegradacii mikroorganizmami.
Laboratoérnym biofiltrom bola sklenend temperovana kolo-
na s objemom 1000 ml naplnena aktivhym uhlim SC40
(sypna hmotnost’ 430 kg m°, zrnitost’ 4-6 mm, vnutorny
povrch 1140 m* g™ a objem porov 0,55 ml g, Silcarbon,
SRN). V pripade aktivneho uhlia ide o spojenie vlastnej
adsorpcie Skodliviny zo znecisteného vzduchu a funkcie
nosic¢a mikroorganizmov v biofiltri. VySka néplne biofiltra
bola 250 mm a vnitorny priemer 64 mm. Kontaminovana
vzdu$nina prechddzala cez zvlh¢ova¢ a néasledne cez nado-
bu s organickou latkou, ktorou sa vzduch kontaminoval
a kontaminanty prenaSal do biofiltra v smere zhora nadol.
Pocas biofiltracie sa kazdych 7 dni do biofiltra pridavali
4 ml média MM.

Meranie koncentracie benzénu

Na meranie koncentracie prchavych organickych la-
tok (VOC v ppm) sa pouzivali plynové chromatografy
Bernath Atomic (model 3005 a 3006) vybavené plamerio-
vo-ionizaénym detektorom (FID — pristroj sa kalibroval na
propan). Prietok vzduchu cez jednotlivé biofiltre sa meral
prietokovym plynomerom abol nastaveny na prietok
vzduchu v objeme 1 m*h™'. Merala sa koncentracia VOC
na vstupe, ako aj na vystupe z biofiltra (ppm). Namerané
hodnoty ppm od¢itané z FID detektora po kalibracii na
propan vyjadrujeme ako mg m™ po vynasobeni faktorom
1,608 mg m™ (hodnoty vyjadrené v g m~h™' charakterizu-
ju Specificku vykonnost’ biofiltra).

Vysledky a diskusia
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Octové baktérie rodu Acetobacter, ako sme prezento-
vali v predchadzajicich pracach'™", patria do skupiny
baktérii schopnych podiel'at’ sa na biodegradacii r6znych
organickych substratov, ktoré v prostredi predstavuju hroz-
bu znecistenia. Zo skupiny testovanych baktérii rodu Ace-
tobacter sa pre remediacné ucely najlepSie osvedcili kme-
ne Acetobacter pasteurianus 3612 a Acetobacter pasteu-
rianus 3614. Su schopné biodegradacie alifatickych
uhlovodikov'* ako aj niektorych aromatickych derivatov,
medzi ktoré zarad'ujeme aj benzén'’. Benzén sa ako konta-
minujuca zlozka vyparov pri technologickej vyrobe stava
nebezpeénym pre prostredie a zdravie Gloveka'” a preto je
potrebné ho kontinualne pocas vyroby degradovat’.

V poloprevadzkovych podmienkach sme pri degrada-
cii odpadného benzénu vyuzili biofiltraciu cez kolonu ak-
tivneho uhlia (obr. 1), na ktoré sme aplikovali baktérie
(postup popisany v kapitole ,Priprava inokula na
biofiltraciu®). Pri biodegradacii sme vyuzili baktérie
COV1 izolované z aktivovaného kalu COV a dva kmene
baktérii 4. pasteurianus 3612 a A. pasteurianus 3614.

Obr. 1. Schematické znazornenie bioreaktora; 1 — meracie
zariadenie, 2 — temperovany bioreaktor (objem 1 liter, priemer 64
mm), 3 — sorbent (aktivne uhlie SC40), 4 — nadoba s benzénom, 5
—nadoba s vodou, 6 — zdroj vzduchu

Biodegradédcia benzénu zmesnou
kultarou COV1

Pre biodegradaciu benzénu v kontinuadlnom biofiltri
BF1 sme vyuzivali zmesnu kultiru buniek COV1, ktora je
za Standardnych podmienok schopna odburavat’ organicky
substrat, ako je benzén zachyteny vo vodnej pare. 62 dio-
va testovanu periodu biofiltra je mozné rozdelit’ na dve
fazy. Prvou je nébehovd faza, pri ktorej dochadza
k prispésobeniu sa mikroorganizmov prostrediu, druhou
fazou je samotna degradacia substratu v priebehu testova-
ného cyklu biofiltra. Nabehova faza v bioreaktore BF1
bola pomerne kratka, trvala iba 3 dni. Po dosiahnuti nabe-
hu biofiltra po faze adsorpcie kontaminantu na nosi¢ bola
eliminacna ucinnost’ biofiltracie v rozsahu 82,0-99,5 % pri
vstupnej koncentracii benzénu v kontaminovanej vzdus$ni-
ne 201-873 mg m > (obr. 2a). Podas celej pracovnej perid-
dy biofiltra sa merala koncentracia benzénu pred vstupom
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Obr. 2. Biodegradacia benzénu na uhlikovom laboratérnom biofiltri; a) biofilter BF1 s aktivovanymi baktériami COV1, b) biofilter
BF2 s bunkami Acetobacter pasteurianus 3612, c) biofilter BF3 s bunkami Acetobacter pasteurianus 3614.

— o — koncentracia benzénu v sytenej pare pred vstupom do biofiltra [mg m™], — x — koncentracia benzénu v sytenej pare po vystupe
z biofiltra [mg m™], — o — t&innost’ biofiltra [ % ]
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do bioreaktora a po vystupe z bioreaktora (tabul’ka I), pri-
¢om sa kontinudlne sledovalo pH prostredia, ktoré sa udr-
ziavalo vrozsahu od 6,5 do 8,0 amnozstvo Zivin
v prostredi. Sledovali sme aj prezivanie baktérii v priebehu
biofiltracie a ukazalo sa, ze ku koncu periddy sa pocet
baktérii z koncentracie 5,4 .10° buniek na ml zniZil na
4,7 . 10® buniek na ml, &o koreluje s uc¢innost'ou biofiltra.

Biodegradacia benzénu bunkami
Acetobacter

Popri Standardnom biofiltri BF1 sme kontinudlne
sledovali aj biofiltraciu v biofiltroch BF2 a BF3, v ktorych
sme sledovali schopnost’ odburavania benzénu bunkami
Acetobacter. Biofilter BF2 bol osadeny kultirami baktérii
A. pasteurianus 3612. V biodegradacnej faze pracoval
s maximalnou uéinnostou v rozsahu 97,3-99,6 % v 13. az
20. den biofiltracie. Pred touto peridodou bola Gcinnost
mensia z dovodov pomalSiecho nébehu a stabilizacie pro-
stredia. V druhej casti 62 diového cyklu prislo
k miernemu kratkodobému poklesu ucinnosti biofiltra na
91,3-98,2 % (obr. 2b) anasledne sa odburavaci proces
vratil na troveni pred poklesom. Uginnost’ biodegradacie
bola v nabehovej Casti pomerne nizka a nabehova cast’
trvala az 13 dni.

Biodegradacia v biofiltri BF3 sa uskutocnila baktéria-
mi A. pasteurianus 3614. Po 13 ditovej pomerne dlhej nabe-
hovej faze rychlejsie rastice bunky A. pasteurianus 3614
dokdzali degradovat’ benzén s ucinnostou 83,7-95,3 %
dosiahnutou v 13. az 20. den biofiltracie. V druhej Casti sle-
dovanej periddy sa u€innost’ mierne zniZila na 87,5-93,2 %
anasledne na pat dni poklesla na uroven 65,7-74,5 %
(obr. 2¢). Pocas celého pracovného cyklu sa v bioreaktore
udrziaval prietok sytenej pary benzénom na Urovni 398
mg m > benzénu (tab. I).

Podobne ako v pripade baktérii COV1 aj pri bakté-
ridch A. pasteurianus sa v priebehu biofiltracie sledovalo
ich prezivanie. Na zadiatku experimentu sme pridavali
4,7 .10° buniek na ml apo ukonéeni v bioreaktore bolo
4,2 .10° buniek na ml v pripade A. pasteurianus 3612

Tabul’ka I
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a 4,4 .10® buniek na ml pre 4. pasteurianus 3614, &o zno-
va koreluje s €innost'ou biofiltra. Vysoka schopnost’ pre-
zivania baktérii COV1 a A. pasteurianus v priebehu kulti-
vécia naznacuje, ze degradacné produkty benzénu nie st
pre rast sledovanych baktérii toxické. Ako je z literatiry
zndme, pri biodegradacii benzénu dochédza k jeho preme-
ne cez cis-1,2-dihydroxydihydrobenzén na katechol, ktory
vstupuje do metabolickych drah véacsiny baktérii. Tymto
mechanizmom dochéadza k odburavaniu benzénu v bakté-
riach rodu Pseudomonas'™ ', ktoré tvoria podstatnu &ast
kultury COV1. Vzhl'adom k tomu, Ze baktérie rodu Aceto-
bacter boli dlho na zéklade schopnosti metabolizovat’ or-
ganické latky zarad’ované do ¢el'ade Pseudomonaceae, da
sa predpokladat’, Ze metabolické produkty benzénu budu
rovnaké.

Na zéklade porovnania piatich paralelnych merani
v troch nezavislych bioreaktoroch BK1, BK2 a BK3 mdze-
me jednoznacne povedat, Zze pri biodegradacii benzénu
v aktivovanom biofiltri sa daji rovnako dobre vyuzit’ bak-
térie octového kvasenia rodu Acetobacter ako aj baktérie
COV1, pricom ucinnost’ biodegradacie je porovnatelna so
skorsie prezentovanymi vysledkami’***. Pri porovnani
nezavislych experimentov sa odchylky u¢innosti merani
pohybovali vrozsahu od 4-5 % (tab. I). Rozdiely
v neprospech octovych baktérii v porovnani s COV1 st
v nabehovej rychlosti biofiltra, kde sa octové baktérie po-
malSie prisposobuji prostrediu, ale rozdiel v ucinnosti
biodegradacie je pomerne maly okolo 1,3-4,2 % v pros-
pech aktivovanych baktérii COV1. Z dvoch kmeiiov Ace-
tobacter je vyhodnejsi kmen A. pasteurianus 3612,
u ktorého sa neobjavuje v priebehu degradacie vyrazny
pokles uc¢innosti, co mdze mat’ pri dlhodobom prevadzko-
vom vyuZziti vyznamny vplyv na pokles Ui€innosti bioreak-
tora. Pri biodegradacii v prevadzkovych podmienkach
Casto dochadza k poklesu pH prostredia, ¢o v pripade vyu-
zivania baktérii COV1 znamena podstatné zniZenie Ucin-
nosti biofiltra a pravidelnu a striktni kontrolu pH prostre-
dia. V pripade baktérii rodu Acetobacter pokles pH do
vyrazne kyslej oblasti nema vplyv na vyrazni zmenu rastu
baktérii (preferuju rast v prostredi pH 4-4,5), ¢o sa nasled-

Porovnanie parametrov biofiltracného procesu v laboratdrnych biofiltroch

Parametre Biofilter
BF1 BF2 BF3

Pouzité baktérie zmes baktérii COV1 A. pasteurianus 3612 A. pasteurianus 3614

Pracovna perioda 62 dni 62 dni 62 dni

Pilot pracovne;j periody 6 dent 13 dent 13 dent

Vstupny kontaminant, mg m™ 201-873 314-977 166-977

Vystupny kontaminant, mg m 3,6-157 3,1-155 8,2-183

Retencny cas, s 30 30 30

) 83,7-95,3 £ 6,9

Ucinnost’, % 82,0-99,5+4,3 83,7-99,6 £ 4,1 prechodne znizené na
65,7-74,5 £4,7
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ne neprejavi na ucinnosti biodegradacie benzénu a nie je
potrebnd dosledna kontrola pH v priebehu biodegradicie.
Pri vyuziti v poloprevadzkovych a prevadzkovych pod-
mienkéch by sa dalo uvaZovat’ aj s vyuzitim zmesnej kul-

tary baktérii COV1

aA. pasteurianus, ktoré by sa

v priebehu biodegradacie mohli vzajomne doplat.
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V. Bilsk4?, S. Feriancova®, and J. Grones® (“ Slov-
naft Research Institute and Hydrocarbon Gases, Vicie
hrdlo, Bratislava, * Department of Molecular Biology,
Comenius University, Bratislava, Slovak Republic): Bio-
degradation of Benzene by Acetic Acid Bacteria in
Biofilter

The aim of this study was to investigate the biodegra-
dation of volatile organic compounds by acetic acid bacte-
ria characterized by their strong activity in oxidation of
alcohol and a wide range of sugars. Possible utilization of
Acetobacter pasteurianus 3612 and A. pasteurianus 3614
as asource of microorganisms in biofiltration processes
was evaluated in the treatment of air contaminated with
benzene. Process parameters, e.g. inlet and outlet concen-
trations of contaminant, elimination efficiency and loading
rate in laboratory biofilters were evaluated for 62 days of
biofilter operation. Biofiltration experiments by adding
Acetobacter cells into the biofiltration bed have revealed
benzene degradation in biofilters with the efficiency up to
83.7-99.6 %. The obtained data are comparable with the
biodegradation efficiency of conventionally used bacteria
from activated sludge waste treatment. Increasing concen-
tration of the tested contaminant in air had no negative
effect on biofilter operation.



