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SAŽETAK 

Učinkovitost i brzina denitrifikacije kao i razumijevanje mikrobnih i metaboličkih mehanizama 

denitrifikacije ovise o strukturi mikrobne zajednice, identitetu i brojnosti funkcionalnih 

mikroorganizama i procesnim čimbenicima. 

Uz vanjski izvor ugljika za denitrifikaciju NO3-N potrebno je osigurati omjer C/N 3,8, a za 

denitrifikaciju NO2-N omjer C/N 2,4 iz natrijeva acetata kao izvora ugljika, za početnih 30 mg 

NOx-N i 2 g MLSS/L. Endogena denitrifikacija je znatno sporija od denitrifikacije uz vanjski 

izvor ugljika. Brzina ednogene denitrifikacije NO3-N je 2,8 mg NO3-N/Lh. Brzina autotrofne 

nitrifikacije povećava se s povećanjem početne koncentracije NH4-N, količine mikrobne 

biomase i pH. Brzina nitrifikacije 500 mg NH4/L je 32,9±0,9 mg N/Lh pri pH 7,2±0,2 s 4,2±0,2 

g MLSS/L, odnosno 40,7±0,4 mg N/Lh pri pH 8,0±0,1 s 3,9±0,3 g MLSS/L. Brzina parcijalne 

nitrifikacije povećava se s povećanjem početne koncentracije NH4-N i količine mikrobne 

biomase. S 3,0 g MLSS/L postignute su brzine parcijalne nitrifikacije 19,6-34,3 mg NH4-N/Lh 

za početnih 30-100 mg NH4-N/L. Učinkovitost parcijalne nitrifikacije iznosila je oko 68%. 

Istovremena nitrifikacija i denitrifikacija sporija je od autotrofne nitrifikacije, a rezultirala je 

gubitkom N od 72,2-81,8%. U procesu istovremene denitrifikacije i uklanjanja P pri anoksičnim 

uvjetima uz NO2-N kao akceptora elektrona, 80 mg NO2-N/L nije imalo inhibicijski učinak na 

proces. Minimalni omjer C/N za određeni N/P pri kojem se postiže 100%-tno uklanjanje NO2-

N, 100%-tno uklanjanje organskih sastojaka i unos PO4-P do 84% je C/N 4 za N/P 2, C/N 3 za 

N/P 3 i C/N 2 za N/P 4, za početnih 20 mg PO4-P/L. Veći omjer C/N od minimalno potrebnog 

rezultirao je neiskorištenjem organskih sastojaka i njihovim prisustvom u obrađenoj vodi i 

narušavao je uklanjanje P. Istovremena denitrifikacija i uklanjanje P u procesu 

anerobno/aerobno/anoksične konfiguracije uz endogenu denitrifikaciju u režimu 1 h anaerobno, 

1 h aerobno, 5 h anoksičnih uvjeta, pri C/N 6 rezultirala je 100%-tnim uklanjanjem N i 65%-

tnim uklanjanjem P, uz brzinu endogene denitrifikacije od 1,6 mg NOx-N/Lh. Režim rada, 1 h 

anaerobno, 2 h aerobno i 4 h anoksično, pri omjeru C/N 4 rezultira 100%-tnim uklanjanjem N 

i 61%-tnim uklanjanjem P uz brzinu endogene denitrifikacije od 1,4 mg NOx-N/Lh, odnosno 

pri omjeru C/N 6 rezultira 100%-tnim uklanjanjem N i 83%-tnim uklanjanjem P uz brzinu 

endogene denitrifikacije od 1,5 mg NOx-N/Lh. FISH metodom dokazani su mikrobni klasteri 

AOB, NOB, PAOs, DPAOs, DGAOs. Dokazani su i poliP i PHA. 

Ključne riječi: denitrifikacija, DGAOs, DPAOs, nitrifikanti, procesni čimbenici  

 

 



EXTENDED ABSTRACT 

The denitrification, also known as dissimilatory nitrate reduction, is a biological process of 

reducing NO3-N to nitrogen gas, by the action of 4 reductases under anoxic conditions with 

organic compounds as electron donors, which are provided either from organic compounds in 

wastewater or as added external carbon sources or intracellularly stored carbon sources. The 

efficiency and rate of denitrification as well as the understanding of the microbial and metabolic 

mechanisms of denitrification depend on the structure of the microbial community, the identity 

and abundance of functional microorganisms, and on process factors, such as dissolved oxygen 

concentrations, types and concentrations of available organic compounds, C/N ratio, 

temperature, pH, and others. Denitrification usually forms part of a N removal system achieved 

by a combination of nitrification and denitrification processes, or C, N and P removal processes 

at different management regimes/process factors, with the activity of among other nitrifying, 

denitrifying, denitrifying phosphate-accumulating and denitrifying glycogen-accumulating 

species, and the challenge from both the ecological and economic aspects is the treatment of 

low C/N wastewater to achieve an efficient and stable output stream quality. For NO3-N 

denitrification with an external carbon source, it is necessary to provide 1.58x more C source 

from sodium acetate compared to NO2-N denitrification, initial concentration 30 mg NOx/L 

with 2±0.1 g MLSS/L. A minimum C/N ratio of 3.8 is required for denitrification of 30 mg 

NO3-N/L and a minimum C/N ratio of 2.4 is required for denitrification of 30 mg NO2-N/L, 

from sodium acetate as the carbon source. The NO3-N denitrification rate with an external 

carbon source, of 15.5±0.3 mg NO3-N/Lh at COD/N 10 and 16±0.6 mg NO3-N/Lh at COD/N 

20, was achieved with an initial 30±4 mg NO3-N/L, and 17.8±0.6 mg NO3-N/Lh at COD/N 10 

and 20.9±0.4 mg NO3-N/Lh at COD/N 20, respectively, and an initial 70±5 mg NO3-N/Lh, with 

3±0.3 g MLSS/L. The denitrification rate of NO2-N with an external carbon source was 

20.7±0.9 mg NO2-N/Lh at KPK/N 10 and 21.3±0.7 mg NO2-N/Lh at KPK/N 20, for the initial 

30±5 mg NO2-N/L with 1.5±0.2 g MLSS/L, i.e. 27.6±0.5 mg NO2-N/Lh at COD/N 10 and 

36.5±0.6 mg NO2-N/Lh at COD/N 20 at initial 70±2 mg NO2N/L, with 3,0±0.2 g MLSS/L. 

Endogenous denitrification of NO3-N took place at a rate of 2.8 mg NO3-N/Lh, a significantly 

lower rate than denitrification with an external carbon source, lower by about 2.86×. The rate 

of autotrophic nitrification increases with increasing initial NH4-N concentration, microbial 

biomass, and pH. Higher rates of both NH4-N oxidation and nitrification were achieved at pH 

8.0±0.1 compared to pH 7.2±0.2. The nitrification rate of 500 mg NH4/L was 32.9±0.9 mg N/Lh 

at pH 7.2±0.2 with 4.2±0.2 g MLSS/L, and 40.7±0.4 mg N/Lh at pH 8.0±0.1 with 3.9±0.3 g 



MLSS/L. The efficiency of partial nitrification was about 68%, and the rate of partial 

nitrification increased with increasing initial NH4-N concentration and microbial biomass. 

Partial nitrification rates of 12.4-20.9 mg NH4-N/Lh with 1.5 g MLSS/L and 19.6-34.3 mg NH4-

N/Lh with 3.0 g MLSS/L were achieved, for initial 30-100 mg NH4-N/L. Simultaneous 

nitrification and denitrification resulted in N loss of 72.2-81.8%, slower than autotrophic 

nitrification. In the process of simultaneous denitrification and P removal, denitrifying 

dephosphatation, under anoxic conditions with NO2-N as an electron acceptor, with 40, 60 and 

80 mg NO2-N/L and at an initial concentration of 20 mg PO4-P/L, the corresponding minimum 

C/N ratios were determined for N/P in which 100% removal of NO2-N, 100% removal of 

organic ingredients is achieved and at the same time achieves a maximum intake of PO4-P up 

to 84%. These results are achieved at C/N 4 and N/P 2, C/N 3 and N/P 3, respectively C/N 2 

and N/P 4. NO2-N in a concentration of 80 mg NO2-N/L does not inhibit the process of 

simultaneous denitrification and P removal in anoxic conditions. More organic constituents 

than the minimum required C/N ratio in denitrifying dephosphatation via NO2-N under anoxic 

conditions impairs P removal efficiency, while N removal efficiency remains 100%, but at 

excessive C/N ratios unused COD remains. Simultaneous denitrification and removal of P in 

the process of anaerobic/aerobic/anoxic configuration with endogenous denitrification in a time 

sequence of 1 h anaerobic phase, 1 h aerobic phase and 5 h anoxic phase of the process, at C/N 

2, 4, 6 shows the efficiency of N removal 69.5%, 98.5% and 100%, and the rate of endogenous 

denitrification was 2.2, 1.5 and 1.6 mg NOx-N/Lh, respectively. P removal rates of 57%, 55% 

and 65% were achieved. Simultaneous denitrification and removal of P in the process of 

anaerobic/aerobic/anoxic configuration with endogenous denitrification in the configuration of 

1 h anaerobic phase, 2 h aerobic phase and 4 h anoxic phase of the process at C/N 2, 4, 6, gives 

an efficiency of N removal of 75%, 100% and 100%, a rate of endogenous denitrification of 

3.8, 1.4 and 1.5 mg NOx-N/Lh and a P removal of 63%, 61% and 83%, respectively. Microbial 

clusters for the processes of nitritation (AOB), nitration (NOB), denitrification (denitrificants), 

phosphorus removal (PAOs and DPAOs) and endogenous denitrification (DGAOs) were 

detected, visualized and documented using the FISH method. Intracellularly stored polymers, 

PolyP and PHA, were detected. 

 

 

Keywords: denitrification, DGAOs, DPAOs, nitrifying organisms, operational parameters 

 

 

 



POPIS KRATICA 

ANAMMOX (engl. ANaerobic AMMonium OXidation) – Proces anaerobne oksidacije 

amonijaka 

A/O (engl. Anoxic/Aerobic) – Anoksično/aerobno 

A2/O (engl. Anaerobic/Anoxic/Aerobic) – Anaerobno/anoksično/aerobno 

A/O SBR (engl. Anoxic/Aerobic SBR) – Anoksično/aerobno SBR 

A/O/A (engl. Anaerobic/Aerobic/Anoxic) – Anaerobno/aerobno/anoksično 

AOB (engl. Ammonium Oxidizing Bacteria) - Amonijak oksidirajuće bakterije 

ATP – Adenozin trifosfat 

BNR (engl. Biological Nitrogen Removal) - Biološko uklanjanje dušika 

BPK – Biološka potrošnja kisika 

CANON (engl. Completely Autotrophic Nitrogen removal Over Nitrite) – Proces potpunog 

autotrofnog uklanjanja dušika preko nitrita 

CLMS (engl. Confocal Laser Scanning Microscopy) - Konfokalna laserska skenirajuća 

mikroskopija 

DGAOs (eng. Denitrifying glycogen-accumulating organisms) - Denitrificirajući glikogen 

akumulirajući organizmi 

DPAOs (engl. Denitrifying Dephosphatation Organisms) - Denitrificirajući defosfatirajući 

organizmi 

DO (engl. Dissolved Oxygen) - Otopljeni kisik 

EBPR (engl. Enhanced Biologilal Phosphorus Removal) - Poboljšano biološko uklanjanje 

fosfora 

EPS (engl., Extracellular Polymeric Substances) - Ekstracelularne polimerne tvari 

FA (engl. Free Ammonia) - Slobodni amonijak 

FISH (engl. Fluorescence In Situ Hybridization) - Fluorescentna in situ hibridizacija 

FNA (engl. Free Nitrous Acid) - Slobodna nitratna kiselina 

FNR (engl. Fumarate and Nitrate Reductase Regulatory) – Transkripcijski faktor fumarat i 

nitrat reduktaze 

GAOs (engl. Glycogen Accumulating Organisms) - Glikogen akumulirajući organizmi 

HNAD (engl. Heterotrophic Nitrification and Aerobic Denitrification) - Heterotrofna 

nitrifikacija i aerobna denitrifikacija 

HRT (engl. Hydraulic Retention Time) - Hidrauličko vrijeme zadržavanja 

ISS (engl. Inorganic Suspended Solids) - Anorganske čestice 



KPK - Kemijska potrošnja kisika 

MLSS (engl. Mixed Liquor Suspended Solids) - Suspendirane čestice u miješanoj tekućini 

MLVSS (engl. Mixed Liquor Volatile Suspended Solids) - Hlapljive suspendirane čestice u 

miješanoj tekućini 

NLR (engl. Nitrogen Load Rate) - Brzina opterećenja dušikom  

NOB (engl. Nitrite Oxidizing Bacteria) - Nitrit oksidirajuće bakterije 

OHOs (engl. Ordinary Heterotrophic Organimsms) - Uobičajeni heterotrofni organizmi 

PAOs (engl. Phosphate Accumulating Organisms) - Fosfor akumulirajući organizmi 

PBS (engl. Phosphate-buffered saline) - Fosfatni pufer 

PHA (eng. Polyhydroxyalkanoate) - Polihidroksialkanoat 

PHBV/PLA - Poli-3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat/poli-laktat  

PN (engl. Partial Nitrification) - Parcijalna ili djelomična nitrifikacija 

PND (engl. Partial Nitrification and Denitrification) – Djelomična nitrifikacija i denitrifikacija 

SBR (eng. Sequencing Batch Reactor) - Šaržni reaktor s pritokom supstrata 

SBNR (engl. Shortcut Biological Nitrogen Removal) - Skraćeni proces biološkog uklanjanja 

dušika 

SND (engl. Simultaneous Nitrification and Denitrification) - Istovremena nitrifikacija i 

denitrifikacija 

SRT (engl. Sludge Retention Time) - Vrijeme zadržavanja mulja 

TN (eng. Total Nitrogen) - Ukupni dušik 

qPCR (engl. Quantitative Polymerase Chain Reaction) - Kvantitativna lančana reakcija 

polimerazom 
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1. UVOD 

Antropogene aktivnosti poput poljoprivrede i industrije doprinose globalnom onečišćenju voda 

s hranjivim tvarima (N i P), koje u prekomjernoj količini doprinose eutrofikaciji vodnih tijela. 

Proces biološkog uklanjanja dušika uključuje kombinaciju procesa nitrifikacije u aerobnim 

uvjetima u kojima se zbiva oksidacija amonijaka do nitrata i procesa denitrifikacije u 

anoksičnim uvjetima u kojima se zbiva redukcija nitrata i/ili nitrita do plinovitog dušika. 

Biološka denitrifikacija ekonomski je održiva i pouzdana tehnologija za uklanjanje nitrata 

(NO3-N) i nitrita (NO2-N) iz otpadne vode i važan je korak u ciklusu kruženja dušika u prirodi 

i u inženjerskim sustavima [1-3]. Denitrifikacija se zbiva u okolišu pri niskoj koncentraciji 

otopljenog kisika kada su prisutni elektron donori (izvor C) i denitrificirajuće bakterije [4]. 

Denitrifikaciju provode denitrificirajuće bakterije koje mogu koristiti nitrat i/ili nitrit kao 

akceptore elektrona u odsustvu otopljenog kisika, uz organske sastojke kao donore elektrona za 

redukciju nitrata i/ili nitrita i za stanični rast [2]. U procesu uklanjanja dušika optimizacija 

procesnih čimbenika je ključna, a odabir elektron donora i strategija hranjenja imaju važnu 

ulogu u poboljšanju denitrifikacije [2,5-14]. U obradi otpadnih voda posebice niskog omjera 

C/N primjena vanjskog izvora ugljika za denitrifikaciju postaje neophodna da bi se postigli 

strogi zahtjevi za ispust dušika [15]. Kao izvori ugljika, donori elektrona, za biološku 

denitrifikaciju mogu se uporabiti: (i) organski sastojci iz otpadne vode, (ii) vanjski izvori ugljika 

[5,6,13] i (iii) unutarstanično pohranjeni/skladišteni ugljik [7,9,11,12,14]. Karakteristike izvora 

ugljika koje se koriste za biološku denitrifikaciju utječu na strukturu mikrobne zajednice, 

aktivnost uklanjanja nitrata, arhitekturu bioflokule/biofilma, brzinu denitrifikacije, i 

međuprodukte. Biološka denitrifikacija uključuje sekvencijalne reakcije redukcije nitrata do 

konačnog produkta, plinovitog dušika (N2), djelovanjem nekoliko reduktaza. 

Da bi se istaknula uloga funkcionalnih organizama u procesu biološke denitrifikacije i učinak 

procesnih čimbenika na denitrifikaciju, postavljeni su ciljevi disertacije: (i) vrednovati kapacitet 

mikrobne zajednice aktivnog mulja za proces denitrifikacije, (ii) odrediti učinkovitost procesa 

denitrifikacije (iii) definirati potreban/povoljan omjer C/N, (iv) definirati limitirajuće 

čimbenike procesa, (v) istražiti i odrediti doprinos unutarstanično pohranjenih zaliha ugljika u 

poboljšanju uklanjanja N te (vi) odrediti mikrobne klastere konkurentnih mikroorganizama u 

mikrobnoj zajednici i istaknuti ulogu tih funkcionalnih populacija u uklanjanju N. 
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2. TEORETSKI DIO 

2.1. Dušik 

Dušik (N) je jedan od najraširenijih elemenata u prirodi [16]. Spojevi s dušikom uključuju 

organske i anorganske oblike, a i jedni i drugi su neophodni za život. Najznačajniji anorganski 

oblici dušika su amonijev ion (NH4
+), nitrat (NO3

–) i nitrit (NO2
–). Plinoviti dušik se nalazi u 

oblicima didušika (N2), didušikovog oksida (N2O), dušikovog dioksida (NO2), didušikovog 

tetraoksida (N2O4) i amonijaka (NH3). Organski dušikovi oblici uključuju otopljen i čestični 

organski dušik [17]. Dušik se nalazi u litosferi, hidrosferi i atmosferi, a upravo je atmosfera 

najveći rezervoar dušika. U zemlji se nalazi mala količina litosferskog dušika, od čega je mali 

dio izravno dostupan biljkama, uglavnom u obliku NO3
– i NH4

+. Dušik kruži između živih 

organizama, zemlje i atmosfere, pri čemu su uključeni brojni čimbenici i procesi, biološki i 

fizikalno-kemijski. Relativno stabilan atmosferski dušik N2 se fiksira i konvertira u NH3 u 

procesu fiksacije dušika kojeg provode brojni različiti prokarioti. U prirodi, dušik se može 

uključiti u šest različitih procesa koji kontroliraju njegovu pretvorbu iz organskog u anorganski 

oblik i obrnuto, i dio su biogeokemijskog ciklusa kruženja dušika (Slika 1): (i) fiksacija dušika 

(N2 → NH3), (ii) nitrifikacija (NH3 → NO2
− → NO3

−), (iii) denitrifikacija (NO3
− → NO2

− →

NO → N2O → N2), (iv) anaerobna oksidacija amonijaka (ANAMMOX) (NO2
− → NO → N2), 

(v) asimilacija (NO3
− → NO2

− → NH3) i (vi) amonifikacija (organski dušik → NH3) [16]. 

 

 

Slika 1. Ciklus kruženja dušika (preuzeto i prilagođeno [16]) 

Na globalni ciklus dušika značajno utječe upotreba gnojiva. Od sredine 20. stoljeća snažno je 

porasla proizvodnja gnojiva zbog povećane proizvodnje hrane i energije za kontinuirano 
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5,	6,	7,	8	–	denitrifikacija	
6,	9	–	annamox	

5,	10,	11	–	asimilacija	
12	–amonifikacija	
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rastuću globalnu populaciju [18]. U područjima gustog prometa dolazi do značajnog dodatnog 

fiksiranja N u tlo i vodu, i predstavlja opasnost za okoliš, tako što tijekom sagorijevanja goriva 

u motoru nastaju dušikovi oksidi koji mogu tvoriti dušičnu kiselinu. Zanemariva količina 

fiksacije atmosferskog N2 se događa prilikom električnog pražnjenja (munje) [16]. Dušik je 

esencijalan nutrijent za rast i funkcioniranje biljaka, životinja i ljudi, i esencijalan element za 

sigurnost hrane [19,20], te je uobičajeno ograničavajući čimbenik prilikom proizvodnje hrane. 

Zbog toga je razvijena proizvodnja sintetskog gnojiva na osnovi Haber-Bosch procesa [21]. 

Iako je industrijska fiksacija N2 nužna za proizvodnju hrane, ima posljedice na okoliš i zdravlje 

ljudi [22]. Agrikultura doprinosi emisijama amonijaka, dušikovih oksida (NOx) i dušikova (I) 

oksida u zrak, te nitrata u podzemne vode [23]. Također, za vrijeme procesa spaljivanja tijekom 

proizvodnje energije, transporta i industrijskih aktivnosti dolazi do formiranja i emisije NOx 

kao nenamjernog otpadnog produkta [22]. Dušikovi spojevi se nalaze u industrijskim otpadnim 

vodama, poput onih mljekarske industrije, mesne industrije, potom otpadnim vodama industrije 

boja, kemikalija i lijekova [24-26]. Budući da je količina proizvedenog dušika veća od količine 

dušika koja se konvertira u N2, dušik se akumulira u okolišu i ima štetan učinak na zdravlje 

ljudi (Tablica 1), ekosustav, bioraznolikost i klimatske promjene [23,27,28]. Širom svijeta se 

uočava značajno onečišćenje dušikom u vodnim tijelima, a očekuje se i daljnje povećanje 

onečišćenja zbog buduće upotrebe tla [29]. Sva tri dušikova iona, NH4
+, NO3

– i NO2
– su toksični 

za vodeni život, osobito za ribe, a najtoksičniji među njima je NO2
– [26]. Onečišćenje 

podzemnih voda nitratima predstavlja rizik za zdravlje ljudi. Standard svjetske zdravstvene 

organizacije za pitku vodu je 50 mg NO3/L (kao NO3
–) za kratkotrajno izlaganje i 3 mg NO3/L 

za kroničan učinak [30]. Agrikultura je najveći izvor onečišćenja podzemnih i površinskih voda 

[31,32]. Osim putem vode, dušik ljudi unose u svoje tijelo i putem hrane. Visoki unos proteina 

može dovesti do visoke proizvodnje uree i povišene pH vrijednosti krvi, što dovodi do prevelike 

reakcije imunološkog sustava. Također, bubrezi mogu biti preopterećeni što može uzrokovati 

zatajenje bubrega. Visoka pH vrijednost krvi dovodi do gubitka mase kostiju. Giht je također 

povezan s hranom koja ima visoku vrijednost purina, poput mesa [33]. Ljudi uobičajeno 

konzumiraju više nitrata iz povrća nego iz suhomesnatih proizvoda. Špinat, cikla, rotkvica, 

celer i kupus su među povrćem koje općenito sadrži vrlo visoku koncentraciju nitrata [34]. 

Nitrati se mogu reducirati u nitrite pomoću određenih mikroorganizama prisutnih u hrani i 

gastrointestinalnom traktu, i rezultira nitritnom toksičnošću kod male djece koja su hranjena s 

povrćem koje sadrži visoku razinu nitrata (methemoglobinemija) [35]. Dušik može zakiseliti i 

eutroficirati ekosustav. Dušik uglavnom djeluje indirektno na organizme preko čimbenika 

poput obogaćenja nutrijentima, iscrpljenja kisika (u vodenim ekosustavima), zakiseljenja vode 
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ili tla, mijenjanja omjera nutrijenata ili pojačavajući učinak drugih stresora poput patogena ili 

klimatskih promjena [22]. 

 

Tablica 1. Pregled učinaka na zdravlje povezanih s emisijom N u zrak [22]. 

Emisija Pravac/Put djelovanja Učinak na zdravlje Indikator 

NOx Inhalacija: 

- izravan učinak NO2 

- učinci preko O3 

- učinci preko lebdećih čestica 

astma, respiratorni poremećaj, 

upala dišnih puteva, smanjena 

funkcija pluća, bronhitis, rak 

NOx 

O3 

NH3 Inhalacija: 

- izravni učinci (zanemarivo) 

- učinci preko lebdećih čestica 

miris 

vidi NOx 

 

 

umjeren doprinos mirisu 

 

N2O Učinak na zdravlje zbog globalnog 

zatopljenja, često povećano 

eutrofikacijom 

Učinak na zdravlje zbog gubitka 

stratosferskog ozona 

povečan potencijal za 

infektivne bolesti (pr. malarija) 

i učestalosti zaraze (pr. insekti, 

cvjetanje algi) 

 

 

Eutrofikacija (obogaćenje nutrijentima) slatkovodnog i obalnog ekosustava uglavnom potječe 

iz površinskih izvora poput otjecanja gnojiva, erozije sedimenata bogatih nutrijentima ili 

ispusta kanalizacije. Zbog povećane koncentracije nutrijenata, N i fosfora (P), dolazi do 

cvjetanja algi i cijanobakterija, što dovodi do hipoksije površinske vode i oslobađanja toksičnih 

spojeva, što zatim utječe na osjetljive organizme više trofične razine, poput beskralježnjaka i 

riba [36]. Sedimentacija i razgradnja biomase od cvjetanja fitoplanktona može iscrpiti kisik pri 

dnu vodenog stupca/na površini sedimenta, posebno kod ekosustava s niskom brzinom izmjene 

vode [37], što posljedično uzrokuje promjene bontonske zajednice i cirkuliranja nutrijenata što 

se odražava i na ostatak vodenog ekosustava [38]. 

 

2.2. Uklanjanje dušika iz otpadne vode 

Spojevi s dušikom iz otpadne vode mogu se ukloniti fizikalno-kemijskom i biološkom obradom 

[2,39,40]. Proces s aktivnim muljem (Slika 2) se uobičajeno koristi za smanjenje koncentracije 

spojeva s dušikom u efluentu. 
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Slika 2. Proces s aktivnim muljem [2,26] 

Biološka obrada je ekonomična, a sastoji se od kombinacije procesa nitrifikacije i 

denitrifikacije. Postoje različite konfiguracije procesa za biološko uklanjanje dušika (BNR) 

[2,26]: prednitrifikacija, postdenitrifikacija i istovremena nitrifikacija i denitrifikacija i drugi 

procesi. U procesu biološkog uklanjanja dušika, konverzija dušika se oslanja na biološki 

metabolizam i brojni fizikalno-kemijski parametri utječu na izvedbu BNR sustava. Tako, 

otopljeni kisik (DO), pH vrijednost, temperatura, koncentracija mikrobne biomase kao 

suspendirane čestice u miješanoj tekućini (MLSS), dostupnost biorazgradivog ugljika (C), 

omjer ugljika i dušika (C/N) i toksičnost influenta imaju učinak na učinkovitost uklanjanja 

dušika [2,41,42]. 

Proces s aktivnim muljem (Slika 2) se koristi za biološku obradu otpadnih voda gradova i 

industrija. Nove tehnologije, poput reaktora s biofilmom, membranskih reaktora, šaržnih 

reaktora s pritokom supstrata (SBR) i druge, su temeljno izvedene iz procesa s aktivnim 

muljem. Postoji velika varijacija izvedbi procesa s aktivnim muljem, a osnovne komponente su 

aerobni reaktor (odvijaju se biološke reakcije), sekundarna taložnica (odvajanje obrađene vode 

i aktivnog mulja) i sustav za odvođenje čestica (odvođenje viška aktivnog mulja i povrat 

aktivnog mulja) [2,26]. 

 

2.3. Nitrifikacija 

Biološka nitrifikacija je konverzija ili oksidacija amonijevog iona do nitrita i zatim do nitrata 

pomoću skupine aerobnih autotrofnih bakterija koje se zovu nitrificirajuće bakterije; jednadžbe 

{1 i 2}. Među nitrificirajućim bakterijama najvažnije su bakterije roda Nitrosomonas i 

Nitrobacter. Prvi korak nitrifikacije, oksidaciju amonijevog iona do nitrita provode bakterije s 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Influent 

Višak aktivnog 

mulja 

Povrat aktivnog mulja 

Bioreaktor Sekundarna taložnica 

Efluent 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Taloženje aktivnog 

mulja 

Aeracija 



6 
 

prefiksom Nitroso-, amonijak oksidirajuće baterije (AOB), a drugi korak nitrifikacije, 

oksidaciju nitrita do nitrata provode bakterije s prefiksom Nitro-, nitrit oksidirajuće bakterije 

(NOB). U procesu s aktivnim muljem u aerobnom reaktoru u aktivnom mulju 90-97% bakterija 

su organotrofi, a preostalih 3-10% nitrifikanti. Nitrifikanti su striktni aerobi. Nitrifikanti kao 

izvor ugljika koriste CO2 za sintezu staničnog materijala, a amonijev i nitritni ion za dobivanje 

energije. Dio amonijevog iona nitrifikanti asimiliraju u novu staničnu biomasu. Nitrifikanti 

trebaju oksidirati otprilike oko 30 molekula amonijevog iona ili 100 molekula nitritnog iona za 

svaku molekulu CO2 koju su asimilirali u stanični materijal. Zbog toga nitrifikanti imaju vrlo 

nisku brzinu reprodukcije [2,26].  

 

2NH4
+ + 3O2

   𝑁𝑖𝑡𝑟𝑜𝑠𝑜𝑚𝑜𝑛𝑎𝑠     
→             2NO2

− + 2H2O+ 4H
+      {1} 

2NO2
− + O2

    𝑁𝑖𝑡𝑟𝑜𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟    
→            2NO3

−        {2} 

 

Ukoliko dođe do djelomične inhibicije enzimske aktivnosti nitrifikanata javlja se akumulacija 

nitritnog iona. Inhibicija sprječava brzu oksidaciju nitritnog iona do nitratnog iona. Operativni 

čimbenici koji utječu na inhibiciju su niska temperatura, nedostatak ključnih nutrijenata, visoka 

koncentracija amonijevog iona u influentu, inhibicijski i toksični spojevi, promjena pH 

vrijednosti, kratko vrijeme zadržavanja u aerobnom reaktoru, privremeno niska koncentracija 

otopljenog kisika [2,26]. Nitrati nakupljeni u procesu nitrifikacije uklanjaju se u procesu 

denitrifikacije. 

 

2.4. Denitrifikacija 

Redukcija nitrata se može provesti asimilatornim, disimilatornim ili denitrifikacijskim putem. 

U literaturi se mogu naći različite definicije asimilatorne i disimilatorne redukcije nitrata, i 

denitrifikacije [1,2,26]. Asimilatorna redukcija nitrata uključuje anaboličke reakcije u kojima 

se nitrat konvertira u biomasu. Disimilatorna redukcija nitrata do amonijaka uključuje izravnu 

konverziju nitrata do amonijaka. Denitrifikacija je stupnjevita redukcija nitrata do plinovitog 

dušika [1]. Anoksična respiracija ili denitrifikacija se naziva disimilatornom redukcijom nitrita 

ili nitrata jer se nitritni i nitratni ioni reduciraju do molekularnog dušika. Dušik u nitritnom i 

nitratnom ionu se ne ugrađuje u mikrobnu biomasu, nego odlazi u atmosferu kao plin. 

Asimilatornom redukcijom nitrata ili nitrita se naziva redukcija nitratnog i nitritnog iona do 

amonijeva iona u bakterijskoj stanici, koji se ugrađuje u stanični materijal, i ovim procesom se 

ne uklanja dušik iz otpadne vode [2,26]. Bakterijska respiracija nitrata je prirodan proces 
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redukcije nitrata, koji je industrijaliziran da bi se uklonilo antropogeno onečišćenje nitratom. 

Mikrobna denitrifikacija je ekonomičnija i učinkovitija pri visokoj koncentraciji nitrata u 

usporedbi s fizikalno-kemijskim metodama za uklanjanje nitrata, poput reverzne osmoze, 

izmjene iona, elektrodijalize, kemijske denitrifikacije i metode adsorpcije [39].  

Dva osnovna dijagrama toka denitrifikacije i uvjeti koji pokreću brzinu denitrifikacije su 

prikazani na Slici 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 3. Proces denitrifikacije: (a) predenitrifikacija i (b) postdenitrifikacija (preuzeto i 

prilagođeno [2]) 

 

Najčešće korišteni proces za biološko uklanjanje dušika u obradi gradske otpadne vode je 

modificirani Ludzak-Ettinger (MLE) proces [43] (Slika 3a). Proces se sastoji od anoksičnog 

reaktora za proces denitrifikacije nakon kojeg slijedi aerobni reaktor u kojem se odvija 

nitrifikacija. Aktivni mulj iz nitrifikacijskog reaktora koji sadrži NO3-N recirkulira visokom 

brzinom protoka u anoksični predenitrifikacijski reaktor zbog uklanjanja nitrata iz otpadne 

vode. Budući da organski supstrat u influentu otpadne vode omogućava/donosi elektron donore 
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za oksidacijsko redukcijske reakcije korištenjem nitrata, proces se naziva denitrifikacija 

supstratom. Također, budući da anoksični proces prethodi aerobnom reaktoru, proces je poznat 

kao preanoksična denitrifikacija [2]. Niska koncentracija DO je konstantno prisutna u 

biološkom predenitrifikacijskom reaktoru. Dnevne prosječne koncentracije izmjerene u 

postrojenjima punog mjerila su uglavnom 0,2-0,4 mg DO/L, s višim pikovima tijekom dana, 

posebno u malim postrojenjima za biološku obradu otpadnih voda [44,45]. Stoga, koncentracija 

DO unutar anoksičnog bioreaktora je rezultat dva oprečna čimbenika: potrošnje kisika od strane 

heterotrofnih bakterija i unosa kisika iz sirove kanalizacije, recirkulacije mulja, i većinom, 

recirkulacijom miješane tekućine. Dizajn biološkog predenitrifikacijskog reaktora se provodi 

na temelju brzine denitrifikacije, pretpostavljajući kinetiku nultog reda (u vezi s koncentracijom 

NO3-N i organskih spojeva) i uzimajući u obzir učinak temperature [46-48]. 

U drugom procesu (Slika 3b) denitrifikacija se odvija nakon nitrifikacije, a izvor elektron 

donora je endogeno raspadanje, i proces se općenito zove postanoksična denitrifikacija jer se 

uklanjanje organskih sastojaka izraženih kao BPK zbilo ranije u procesu i organski sastojci iz 

otpadne vode nisu dostupni/raspoloživi za pokretanje reakcije redukcije nitrata. Kada proces 

postanoksične denitrifikacije ovisi jedino o endogenoj respiraciji za energiju, ima znatno nižu 

brzinu reakcije od preanoksičnog procesa u kojem se uporabljuju organski sastojci iz otpadne 

vode. Često se dodaje egzogeni (vanjski) izvor ugljika poput metanola ili acetata u 

postanoksičan proces da se osigura dovoljno organskih sastojaka za redukciju nitrata i da se 

poveća brzina denitrifikacije [2].  

Denitrifikacija je respiracijski proces u kojem se nitrat reducira, a elektron donor, organski spoj, 

oksidira. Respiracija nitrata je proces u kojem se odvija prijenos elektrona od donora, organskog 

spoja, do akceptora, nitrata odnosno nitrita (Slika 4). Ta redoks reakcija skupa s respiratornim 

lancem kogenerira gradijent protona kroz staničnu membranu bakterija, što se u konačnici 

konvertira u energiju u obliku ATP-a pomoću ATP sintetaze [10]. 

 



9 
 

 

Slika 4. Shematski prikaz kanonskog respiratornog lanca u denitrifikaciji (preuzeto i 

prilagođeno [10,49,50]) 

 

U procesu denitrifikacije odvija se niz reakcija, jednadžba {3}: nitrat se reducira preko nitrita, 

didušikovog monoksida, dušikovog monoksida, didušikovog oksida do plinovitog dušika, 

pomoću četiri uzastopne reakcije koju kataliziraju četiri mikrobne reduktaze (Slika 4).  
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−

   nitrat 
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→         NO2

−

   nitrit 
     reduktaza    
→          NO

   dušikov 
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reduktaza   
→        N2O

   didušikov 
oksid 

reduktaza   
→        N2   {3} 

 

U procesu denitrifikacije redukcija nitrata je katalizirana nitrat reduktazom (nar), redukcija 

nitrita nitrit reduktazom (nir), zatim redukcija dušikovog monoksida je katalizirana dušikov 

monoksid reduktazom (nor), i posljednji korak denitrifikacije, redukcija didušikovog oksida je 

katalizirana didušikovom oksid reduktazom (nos) [51]. Upravo je redukcija nitrita do 

dušikovog monoksida ključni korak koji ograničava brzinu denitrifikacije, kao i korak u kojem 

se denitrifikacija razlikuje od drugih metaboličkih reakcija nitrata [52]. U tom koraku je aktivan 

enzim nir, pa se nir geni, nirS i nirK, koriste za analizu denitrifikanata kada se istražuje 

struktura i raznolikost mikrobne populacije [8,52,53]. Visoka koncentracija nitrita inhibira nir, 

što smanjuje brzinu denitrifikacije nitrita, i nos, što dovodi do povećanja emisije N2O [54-56]. 

Postoji nekoliko operativnih čimbenika koji snažno utječu na denitrifikaciju: supstrat (BPK), 

odsutnost slobodnog molekularnog kisika, prisutnost odgovarajuće i aktivne populacije 

 

 

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nir 

 

Nos 

 
 

 

Denitrifikacijska reduktaza 

Jezgra respiratornog lanca 

Prijenos elektrona 

Prijenos molekula 

Cyt c 

NO 

NO2
–  

N2O  N2  

Periplazma  

     

 

 
NADH 

hidrogenaza 

Unutarstanično 
NO2

–  NO3
–  

NO3
–  NAD+  NADH, H+  

H2, acetat H+, CO2 

 UQ 

 UQH2 

 
Nar 

  

 
 

 

 Nor 
 
bc1 

kompleks 
 UQH2 



10 
 

denitrificirajućih bakterija, vrijednost pH, temperatura, nutrijenti, i redoks potencijal. 

Najvažniji čimbenici su prisutnost supstrata ili lako dostupnog ugljika i odsutnost slobodnog 

molekularnog kisika [26]. 

 

2.5. Čimbenici procesa denitrifikacije 

Na učinkovitost i brzinu denitrifikacije utječu brojni čimbenici, poput: funkcionalna mikrobna 

populacija denitrificirajućih bakterija, vrsta i koncentracija izvora ugljika, omjer C/N, pH 

vrijednost, koncentracija otopljenog kisika, temperatura, hidrauličko vrijeme zadržavanja [57-

59]. 

 

2.5.1. Izvori ugljika za denitrifikaciju i omjer C/N 

Izvori ugljika (elektron donori) za denitrifikaciju mogu biti: (i) biorazgradivi organski spojevi 

prisutni u otpadnoj vodi, (ii) vanjski (egzogeni) izvori ugljika i (iii) unutarstanične rezerve 

ugljika poput polihidroksialkanoata (PHA) [2,14]. Stehiometrijske reakcije uz različite izvore 

ugljika (otpadna voda, metanol, acetat) u procesu denitrifikacije su prikazane jednadžbama {4-

6}, a C10H19O3N se obično koristi za opis biorazgradivih organskih spojeva u otpadnoj vodi 

[2,43]. 

C10H19O3N+ 10NO3
−

  C−izvor: 
otpadna voda  
→          5N2 + 10CO2 + 3H2O + NH3 + 10OH

−   {4} 

5CH3OH+ 6NO3
−
   C−izvor: metanol    
→               3N2 + 5CO2 + 7H2O+ 6OH

−    {5} 

5CH3COOH+ 8NO3
−
   C−izvor: acetat   
→             4N2 + 10CO2 + 6H2O+ 8OH

−    {6} 

 

Postoje dva općenita slučaja kada brzina korištenja supstrata kontrolira brzinu denitrifikacije 

(Slika 3). Prvi je anoksično/aerobni proces gdje je organski supstrat (elektron donor) iz influenta 

otpadne vode koji se prihranjuje u anoksičan reaktor (Slika 3a). Drugi je slučaj postanoksična 

denitrifikacija, gdje se odvija nitratna redukcija nakon aerobne obrade u reaktoru u koji se 

dodaje vanjski izvor ugljika (Slika 3b). Budući da je biorazgradivi organski materijal iz otpadne 

vode iscrpljen u aerobnoj obradi, kao pokretač reakcije redukcije nitrata se koristi egzogeni 

izvor ugljika. Endogena respiracija stvara potrebu za nitratima uzrokovanoj korištenjem i 

oksidacijom supstrata. Ta reakcija se javlja u miješanoj tekućini anoksičnog reaktora i pri 

znatno je nižoj brzini od brzine denitrifikacije uzrokovano korištenjem supstrata. Postanoksična 

denitrifikacija se može provoditi sa ili bez egzogenog izvora ugljika. Bez egzogenog izvora, 

postanoksičan proces ovisi o endogenoj respiraciji aktivnog mulja da se osigura elektron donor 
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za redukciju nitrata i pri tome je potrebno osigurati dugo hidrauličko vrijeme zadržavanja 

(HRT) da se postigne visoka učinkovitost uklanjanja nitrata [2]. U slučaju kada je otpadna voda 

elektron donor, anoksični reaktor prima influent otpadne vode i nakon njega slijedi aerobni 

reaktor u kojem se odvija nitrifikacija. Heterotrofni bakterijski rast se javlja i u anoksičnoj i u 

aerobnoj zoni s utroškom nitrata i kisika [2]. Denitrifikanti mogu koristiti organske spojeve koji 

se uobičajeno nalaze u otpadnoj vodi kućanstva. Kada je u otpadnoj vodi nizak udio 

biorazgradivih organskih sastojaka odnosno mali omjer C/N potrebno je dodati egzogeni izvor 

ugljika, donor elektrona, da bi se odvijala redukcija nitrata i/ili nitrita do molekularnog dušika. 

Vrsta egzogenog izvora ugljika utječe na brzinu denitrifikacije, proizvodnju i nakupljanje 

međuprodukata denitrifikacije, proizvodnju aktivnog mulja i kvalitetu efluenta [13,58]. 

Egzogeni izvori ugljika dijele se, prema Wang i sur. [58], na: 

(i) izvore ugljika u tekućoj fazi 

o komercijalni izvori ugljika – metanol, etanol, acetat, octena kiselina 

o nusprodukti fermentacije otpadne tekućine bogati ugljikom 

(ii) izvore ugljika u čvrstoj fazi 

o biorazgradivi polimerni izvori ugljika 

▪ dobiveni mikrobnom fermentacijom – PHA 

▪ sintetizirani iz biomase – poput proteini, polisaharidi  

▪ petrokemijski proizvodi – polikaprolakton, poliglikolna kiselina i 

polibuten 

(iii) izvore ugljika u čvrstoj fazi biomase bogate ugljikom 

o lignoceluloza – drvna biomasa, poljoprivredni otpad (riža, pšenica, ječam, 

kukuruzna slama) 

o razni celulozni otpad – čvrsti komunalni otpad, pulpa i drvni biljni otpad. 

U heterotrofnoj denitrifikaciji se tradicionalno kao izvori ugljika primjenjuju jednostavni 

niskomolekularni organski spojevi, poput acetata, etanola, metanola i glukoze, koje bakterije 

mogu lako iskoristiti i uz koje se postiže visoka učinkovitost redukcije nitrata. Acetat se lako 

može konvertirati u acetil Co-A koji ulazi u citratni ciklus, a elektroni otpušteni tijekom oksido-

redukcijskih reakcija mogu se iskoristiti za denitrifikaciju [59]. 

U istraživanju učinka acetata, glukoze, etanola i askorbinske kiseline na proces denitrifikacije 

u ovisnosti o temperaturi, kao najučinkovitiji izvor ugljika pri 10 °C pokazao se etanol, dok su 

pri sobnoj temperaturi brzine denitrifikacije uz glukozu i uz acetat bile puno više u usporedbi s 

brzinama pri 10 °C. Askorbinska kiselina se pokazala neučinkovitom u procesu denitrifikacije 

[60]. 
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Istraživanje učinka acetata, propionata, glukoze, glicerola, etanola i metanola na proces 

denitrifikacije, funkcionalne denitrificirajuće gene i emisiju N2O je pokazalo da se potpuna 

denitrifikacija nitrata do plinovitog dušika dogodila pri uporabi etanola i metanola kao izvora 

ugljika, i pri tome nisu detektirani međuprodukti NO2
–-N i N2O-N. Od ostalih istraženih izvora 

ugljika, učinkovitost je bila najbolja uz glicerol > propionat > acetat > glukoza, a N2O je 

proizveden samo pri uporabi glicerola. Najučinkovitiji se pokazao metanol što se može pripisati 

prisutnosti metilotrofnih denitrificirajućih bakterija u inokulumu, a koje koriste spojeve s 

jednim ugljikom kao izvor supstrata [59]. 

Acetat kao izvor ugljika rezultira većom brzinom denitrifikacije i boljom učinkovitošću 

uklanjanja dušikovih spojeva (NOx-N) u odnosu na druge izvore ugljika (metanol, etanol, 

glukoza) [13,61,62]. 

Osim vrste izvora ugljika važna je i količina dodanog ugljika, odnosno omjer C/N [63]. Ukoliko 

nema dovoljno raspoloživog ugljika protok elektrona ne može zadovoljiti potrebe energije za 

stanični rast, te su narušeni staničan rast i denitrifikacija koja je nepotpuna i nakupljaju se 

međuprodukti denitrifikacije. Također, prekomjerna količina raspoloživog ugljika, veća od 

optimalne, uzrokuje gubitak skupih izvora elektrona, povećanjem KPK u efluentu [58,64].  

Visoki omjer KPK/NO3-N (KPK/NO3-N 4, 5 i 6), pri kojemu je količina organskih sastojaka 

prekomjerna, potiče rast potpunih denitrifikanata smanjujući nakupljanje nitrita i povećavajući 

emisiju N2O. Niski omjer KPK/NO3-N (KPK/NO3-N 1, 2 i 3) rezultira niskom učinkovitošću 

denitrifikacije (54,45%) i povećanom koncentracijom nitrata u efluentu (do 200 mg NO3-N/L), 

zbog nedostatne količine izvora ugljika [65].  

Pri omjeru C/N 0 zbog izostanka elektron donora ne zbiva se redukcija nitrata, a uz dodatak 

natrijeva acetata kao izvora ugljika, pri omjerima C/N 1,28 i 2,57 nakuplja se N2O zbog 

ograničene opskrbe elektronima, dok je pri omjerima C/N 5,14 i 12,85 došlo do potpune 

denitrifikacije. Pri omjerima C/N<2,5 može doći do nakupljanja nitrita ili N2O tijekom 

denitrifikacije zbog kompeticije za elektrone između reakcija redukcije nitrata i nitrita [59]. 

Smatra se da je odgovarajući omjer organskog ugljika za proces denitrifikacije izražen kao 

topivi BPK prema nitritnom i nitratnom ionu oko 3:1. Za potpunu denitrifikaciju nitratnih iona 

potrebno je 2,5 mg metanola kao supstrata/mg nitratnog iona (Tablica 2) [26]. U literaturi se 

navodi potreban omjer C/N 16 za citrat kao izvor ugljika [66], za glukozu kao izvor ugljika 

omjer C/N 15 za Bacillus sp. i Pseudomonas taiwanesis [67,68], odnosno omjer C/N 10 za 

Pseudomonas sp. [69].  
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Tablica 2. Potpuna denitrifikacija nitritnih i nitratnih iona s metanolom kao izvorom ugljika 

[26] 

Dušikov ion Potrebno metanola po 

mg/L dušikovog iona 

Proizvedene 

stanice 

Dušik u proizvedenim 

stanicama 

NO2
– 1,5 mg/L 0,3 mg 0,04 mg 

NO3
– 2,5 mg/L 0,5 mg 0,06 mg 

 

Komunalne otpadne vode karakterizira niski omjer KPK/N, što često nije dovoljno za 

učinkovito uklanjanje dušika, pa se svakodnevno u postrojenjima za biološku obradu otpadnih 

voda troše velike količine vanjskog izvora ugljika što predstavlja znatan trošak [14,70]. Budući 

da su većina denitrificirajućih bakterija heterotrofi, vanjski izvor ugljika se često dodaje kao 

elektron donor za stanični rast i redukciju nitrata odnosno nitrita [14,71,72], a metanol, etanol 

i natrijev acetat se obično koriste u laboratorijskim i industrijskim procesima za biološku obradu 

otpadnih voda [14,73,74]. Različite vrste izvora organskih supstrata, ovisno o njihovoj 

biorazgradivosti, su glavni čimbenici koji utječu na varijacije u brzini stanične proizvodnje, 

brzini denitrifikacije i bakterijske zajednice [13,18,24,25,75-77]. Budući da vanjski, dodani 

izvor ugljika za proces denitrifikacije predstavlja trošak u postrojenju za biološku obradu 

otpadnih voda, istražuju se alternativni izvori ugljika poput otpadne vode iz mljekarske 

industrije, mulj, drveni peleti, pšenična slama, drvene strugotine, biorazgradiva plastika 

[18,25,75,78-81]. 

Kako su katabolički i respiratorni geni različito raspoređeni duž genoma, tako određeni izvor 

ugljika može favorizirati različite respiratorne procese. U istraživanju učinka 94 izvora ugljika 

na konačne produkte mikrobiološke respiracije nitrata u mikrobnim kulturama istaknuto je da 

neki izvori ugljika favoriziraju akumulaciju nitrita ili denitrifikaciju, dok drugi izvori ugljika 

favoriziraju disimilatornu redukciju nitrata do amonijaka. Tako primjerice Klebsiella bilo s L-

sorbozom ili D-celobiozom akumulira nitrite, Escherichia s drugim šećerima amonificira 

nitrate, dok sa citratom ili formijatom kao izvorom ugljika Pseudomonas denitrificira, a s 

Sulfurospirillum amonificira nitrate. Istaknuto je da više koncentracije ugljika uvijek 

favoriziraju disimilatornu redukciju nitrata do amonijaka prije nego denitrifikaciju ili 

akumulaciju nitrita, i da ponekad sastav izvora ugljika može biti jednako važan kao i 

koncentracija ugljika u određivanju konačnih produkata nitratne redukcije [78]. 

U istraživanju učinka natrijevog acetata, glukoze i polimera poli-3-hidroksibutirat-ko-3-

hidroksivalerat/polilaktat (PHBV/PLA) na brzinu denitrifikacije, pokazano je da se veće brzine 
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denitrifikacije postižu uz glukozu i natrijev acetat kao izvor ugljika u odnosu na PHBV/PLA 

polimer. Također, istaknuto je da na denitrifikaciju utječu kemijska svojstva izvora ugljika, pri 

čemu se acetat i glukoza lako uključuju u reakcije metabolizma mikroorganizama dok primjena 

PHBV/PLA polimera rezultira sporom brzinom denitrifikacije [82] jer se polimer zbog velike 

molekulske mase prvo treba razgraditi na jednostavnije spojeve, a potom asimilirati i uporabiti 

kao izvor energije, za rast stanica i za primarne i sekundarne metabolite [58]. 

 

2.5.2. Koncentracija otopljenog kisika 

Denitrifikanti preferiraju aerobnu respiraciju ili korištenje slobodnog molekularnog kisika za 

razgradnju organskih sastojaka jer je energija dobivena aerobnom respiracijom organskih 

sastojaka veća od energije dobivene anoksičnom respiracijom organskih sastojaka. Stoga, u 

prisutnosti visoke koncentracije otopljenog kisika (DO>1,0 mg/L), denitrifikanti aktiviraju 

enzimski sustav za korištenje slobodnog molekularnog kisika i deaktiviraju enzimski sustav za 

korištenje nitritnih i nitratnih iona. Aerobna respiracija je učinkovitija i bakterije će je preferirati 

u donosu na denitrifikaciju [7,79]. Na sustavima za obradu otpadnih voda jedan od problema 

procesa denitrifikacije je osiguravanje anoksičnih uvjeta u zoni denitrifikacije. U anoksičnu 

zonu otopljeni kisik dospijeva s recikliranim muljem pa se dio organskih spojeva u anoksičnoj 

zoni oksidira uz taj raspoloživi otopljeni kisik [7]. 

Međutim, ako postoji gradijent otopljenog kisika prema središtu flokule, denitrifikacija se 

odvija u središtu flokule, odnosno, denitrifikacija se javlja u prisutnosti mjerljivog otopljenog 

kisika. Flokule veće od 100 μm su dovoljno velike da proizvedu gradijent otopljenog kisika. 

Pod gradijentom otopljenog kisika, bakterijske stanice unutar flokule istovremeno respiriraju 

korištenjem kisika, nitritnih i nitratnih iona. Bakterijske stanice na periferiji flokule koriste 

otopljeni kisik za respiraciju, a bakterije u središtu flokule koriste nitritne i nitratne ione za 

respiraciju. Ipak, energija dobivena anoksičnom respiracijom je usporediva s aerobnom 

respiracijom, jednadžbe {7 i 8}. Poput aerobne respiracije, tijekom denitrifikacije dolazi do 

potpune oksidacije organskih sastojaka do CO2. Oko 25% biorazgradivih organskih sastojaka 

razgrađenih tijekom anoksične respiracije se koristi za staničnu sintezu ili proizvodnju mulja. 

Količina stanica ili mulja koji su proizvedeni tijekom aerobne respiracije je veća zbog veće 

količine energije koja je dobivena tijekom aerobne respiracije u usporedbi s anoksičnom 

respiracijom [26].  

 

Glukoza + 6O2
   aerobna respiracija      
→                  6CO2 + 6H2O + 686 kcal     {7} 
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Glukoza + 4,8NO3
− + 4,8H+

   anoks.  respiracija   
→                6CO2 + 2,4N2 + 8,4H2O+ 636 kcal  {8} 

 

U istraživanju primjene biorazgradive plastike (škrob 60% i polipropilen 30%) kao izvora 

ugljika u procesu denitrifikacije u aerobnim (6,8 mg DO/L na početku pokusa), anoksičnim 

uvjetima (propuhano dušikom i zatvoreno) i uvjetima niske koncentracije otopljenog kisika 

(bez aeracije, otvoreno, na početku pokusa 4,8 mg DO/L, DO brzo pala na vrlo nisku 

vrijednost), pokazano je da se brzina denitrifikacije značajno smanji u prisutnosti DO u 

denitrificirajućem reaktoru [79]. Pokusi su vođeni pri 110 mg NO3-N/L, 1375 mg VSS/L, 30±2 

°C, a tijekom pokusa je vrijednost pH iznosila 6,5-7,8. Veća brzina uklanjanja nitrata postignuta 

je u anoksičnim uvjetima (30,6 g NO3-N/m3d) s 98% učinkovitosti uklanjanja, i pri niskoj 

koncentraciji otopljenog kisika (30,8 g NO3-N/m3d) s 97% učinkovitosti uklanjanja nitrata, u 

odnosu na aerobne uvjete (20,6 g NO3-N/m3d) s učinkovitosti uklanjanja 65%. Iako u pokusima 

pri svim istraživanim koncentracijama otopljenog kisika nisu zabilježeni nitriti na kraju pokusa, 

zabilježena je akumulacija nitrita, i to veća u pokusima pri niskoj koncentraciji otopljenog 

kisika (4,4 mg NO2-N/L) nego u anoksičnim i aerobnim uvjetima (1,5 mg NO2-N/L). Tijekom 

pokusa su zabilježili formiranje do 1 mg NH4-N/L, kao posljedicu disimilatorne redukcije 

nitrata do amonijaka [79]. 

Inhibicija brzine denitrifikacije s DO također ovisi o veličini i strukturi flokule [2]. Prisutnost 

0,2 mg DO/L može smanjiti brzinu denitrifikacije do 40% u odnosu na maksimalnu vrijednost 

[2,83,84]. Koncentracija otopljenog kisika u anoksičnom reaktoru bi trebala biti ispod 0,2 mg/L 

jer kisik ima trenutni inhibitorni učinak na denitrifikaciju [84,85]. Također, ekspresija i 

aktivnost skoro svih dušik oksid reduktaza je suprimirana u prisutnosti kisika [86]. 

 

2.5.3. Denitrifikanti 

Otprilike 80% bakterija u procesu s aktivnim muljem su fakultativni anaerobi i sposobni su za 

denitrifikaciju [26]. Razni mikroorganizmi sposobni su provoditi heterotrofnu denitrifikaciju, i 

to su bakterije [87], arheje [51] i protisti [88], dok redukciju nitrata primarno provode bakterije 

[41]. Denitrificirajuće bakterije su vrlo raznolika skupina heterotrofnih fakultativnih 

anaerobnih bakterija koje preferiraju aerobnu respiraciju, i mogu se prebaciti s aerobne 

respiracije s kisikom kao terminalnim akceptorom elektrona na anaerobnu respiraciju s 

nitratom, nitritom i dušikovim oksidima kao terminalnim elektron akceptorima i pri tome je 

kisik inhibitor procesa denitrifikacije [7,60]. Nekoliko ključnih enzima uključenih u 

respiratorni put disimilatorne redukcije nitrata su karakteristični za proces denitrifikacije (Slika 
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4) i mogu se kvalificirati za analize raznolikosti denitrificirajućih bakterija. Većina pažnje je 

posvećena membranski vezanoj nitrat reduktazi (nar) i periplazmatskoj nitrat reduktazi (nap) i 

dvije vrste nitrit reduktaza (nirK i nirS) [89]. Ipak, nemaju sve denitrificirajuće bakterije 

sposobnost potpune denitrifikacije nitrata do elementarnog dušika jer im nedostaju nirS, norB 

ili nosZ geni koji kodiraju reduktaze za nitrit, dušikov monoksid i didušikov oksid te ne može 

doći do redukcije NO2 do NO, NO do N2O, kao niti N2O do N2. Potpuna denitrifikacija pri 

obradi otpadne vode postiže se suradnjom različitih denitrificirajućih bakterija iz mikrobne 

zajednice aktivnog mulja [90,91]. U Tablici 3 prikazana je podjela denitrificirajućih bakterija. 

 

Tablica 3. Podjela denitrificirajućih bakterija [65,92] 

Vrsta denitrificirajućih bakterija Korak denitrifikacije koji provode 

potpuni denitrifikanti baterije koje reduciraju NO3–N i NO2–N do N2 

nepotpuni denitrifikanti bakterije koje mogu samo reducirati NO3–N do NO2–N 

nepotpuni nitrit reducirajući 

denitrifikanti  

bakterije koje mogu reducirati NO3–N do NO2–N, ali 

reakcija je inhibirana supstratom (NO3–N) 

isključivi nitrit reducirajući 

denitrifikanti 

bakterije koje mogu reducirati samo NO2–N 

nedenitrifikanti  bakterije koje ne mogu reducirati ni NO3–N ni NO2–N 

 

Brojni denitrifikanti su fakultativni anaerobi, u prisutnosti kisika inhibiran je put denitrifikacije, 

i preostaje samo aerobna respiracija jer ima najučinkovitije očuvanje Gibbsove slobodne 

energije. Pri niskoj koncentraciji otopljenog kisika i kada ima nitrata, dolazi do inicijacije 

denitrifikacije. Intermedijeri denitrifikacije, nitrit i NO, su toksični spojevi za bakterije [93], 

njihove unutarnje koncentracije su regulirane ispod citotoksične razine do mM i nM [10,50]. 

Posljedično, kisik, nitrat, nitrit i NO su među ključnim signalima koji utječu na regulaciju 

denitrifikacije. Regulacija mikrobne denitrifikacije na razini transkripcije je intenzivno 

proučavana na modelu denitrificirajućih sojeva Paraccocus denitrificans i Pseudomonas 

aeruginosa. Kod denitrifikanata, regulacija transkripcije gena denitrifikacijske reduktaze se 

postiže pomoću transkripcijskih faktora FNR obitelji [94].  

U miješanoj bakterijskoj populaciji, dva različita bakterijska fenotipa mogu utjecati na 

ravnotežu nitrata i nitrita: nitrat respirirajuće bakterije koje ne mogu reducirati nitrit, i prave 

denitrificirajuće bakterija koje reduciraju nitrat i nitrit do plinovitog dušika [95,96]. Nitrat 

respirirajuće bakterije imaju tri puta veću brzinu rasta, pa brzo postanu dominantne [97]. 



17 
 

Posljedično, u prisutnosti nitrata, dominacija nitrat respirirajućih bakterija uzrokuje 

akumulaciju nitrita. Nakon utroška nitrata, pravi denitrifikanti se nastavljaju razvijati 

korištenjem nitrita i postanu dominantne. Glavni čimbenici koji utječu na rast denitrifikanata 

su temperatura, pH vrijednost, vrsta izvora ugljika, omjer KPK/N, koncentracija otopljenog 

kisika i koncentracija nitrita [13,77,98-100]. 

Udio bakterijskih zajednica u aktivnom mulju je jedan od glavnih čimbenika varijacije brzine 

bioloških reakcija, što se reflektira na obradu otpadnih voda [101]. Do sada je identificirano 

skoro 130 bakterijskih vrsta unutar više od 50 rodova kao denitrifikanti [102]. Većina 

denitrifikanata spada u rodove Alcaligenes, Bacillus, i Pseudomonas [26]. Unatoč tome što 

struktura denitrificirajuće zajednice značajno varira među postrojenjima za biološku obradu 

otpadnih voda zbog obradnih procesa i operativnih uvjeta, izolirani bakterijski rodovi iz 

denitrificirajućih reaktora su bili usko povezani s vrstama u Proteobacteria [103,104], 

uključujući Thauera spp., Paracoccus spp., i Pseudomonas spp. [105]. Mikroorganizmi 

Pseudomonas, Dechloromonas, Flavobacterium, Thauera, Rhodobacter i Zoogloea se obično 

povezuju s denitrifikacijom [106-109]. 

Identifikacija i analiza različitih populacija denitrificirajućih bakterija pomaže u shvaćanju 

strukture mikrobne zajednice, funkcionalnih gena i prilagodljivosti zajednice okolišu u kojem 

se nalazi. Za taksonomsku identifikaciju i proučavanje filogenetske strukture zajednica 

denitrificirajućih bakterija korist se molekularna metoda genskog sekvenciranja pri čemu se 

kao filogenetički i funkcionalni biomarkeri koriste 16S rRNA geni ili geni koji kodiraju za 

denitrifikacijske reduktaze. Za analizu strukture mikrobne zajednice i njenog denitrificirajućeg 

potencijala od molekularnih metoda primjenjuju se također denaturirajuća gel elektroforeza, 

polimorfizam dužine restrikcijskih fragmenata, fluorescentna in situ hibridizacija i sondiranje 

DNA stabilnim izotopima [41]. 

Mnoge vrste denitrificirajućih bakterija identificirane su primjenom molekularnih metoda, a 

neke od denitrificirajućih bakterija svrstavaju se u rodove: Achromobacter, Acinetobacter, 

Aeromonas, Agrobacterium, Alcaligenes, Aquaspirillum, Azoarcus, Azospirillum, Bacillus, 

Corynebacterium, Dechloromonas, Enterobacter, Escherichia, Hyphomicrobium, Klebsiella, 

Methylomonas, Moraxella, Paracoccus, Pasteurella, Pseudomonas, Rhizobium, 

Rhodanobacter, Rhodopseudomonas, Salmonella, Serratia, Spirillum, Thauera, Thiobacillus i 

Xanthomonas [91]. Budući su inženjerske prakse obrade otpadne vode obično bazirane na 

cjelokupnom funkcioniranju procesa, bi bilo prikladnije fokusirati se na predominantne 

organizme odgovorne za denitrifikaciju nego identificirati sve bakterije koje sadrže skupinu 

gena za denitrifikaciju [105]. U denitrifikaciji, nitrat reduktaza je prvi enzim u procesu (Slika 
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4, jednadžba {3}). Membranski vezana nitrat reduktaza (narG) i periplazmatski vezana nitrat 

reduktaza (napA) su prepoznate kao široko raspršene kroz rodove koji pripadaju Bacteria i 

Archaea kraljevstvima [110]. 

U proučavanju rodova denitrifikanata Paracoccus spp., Thauera spp., Pseudomonas spp., i dva 

funkcionalna gena nitrat reduktaze, narG i napA kao potencijalnih biomarkera za ukupno 

uklanjanje dušika pomoću kvantitativne lančane reakcije polimerazom (qPCR), istaknuto je da 

su ti bakterijski rodovi i funkcionalni geni pokazali značajnu negativnu korelaciju s ukupnim 

dušikom u efluentu [105]. U Pearsonovoj korelaciji i analizi kanoničke redundancije pokazano 

je da su varijable koje najviše objašnjavaju kombinacija konstituenata, a kao najvažnija se 

ispostavila temperatura, a zatim i pH vrijednost, vrijeme zadržavanja čestica (SRT), ukupni 

dušik i organski sastojci u influentu (BPK i KPK). Rezultati su potvrdili da su glavni 16S rRNA 

geni denitrifikanata i geni nitrat reduktaza bolji biomarkeri od koncentracije biomase, i bilo koji 

od biomarkera bi mogao pratiti denitrifikaciju u stvarnom vremenu. Thauera spp. je činila oko 

16% ukupnih bakterija u aktivnom mulju, Paracoccus spp. 0,09% i Pseudomonas-slične 

bakterije 0,02%. Količina narG-sličnih genskih stanica je bila oko 20-90 puta veća nego napA 

gena, ovisno o datumu uzorkovanja [105]. Neka istraživanja sugeriraju da je Proteobacteria 

dominantan red u procesu aktivnog mulja i vjerojatno odgovoran za denitrifikaciju [103]. 

Rodovi Thauera (Betaproteobacteria), Paracoccus (Alphaproteobacteria) i Pseudomonas 

(Gammaproteobacteria) su česti denitrifikanti zapaženi u aktivnom mulju [111-113]. Može se 

dogoditi da genski bazirana analiza 16S rRNA ne opiše točno bakterijsku biokemijsku razinu 

jer je denitrifikacija generalizirani proces, i genetska razlika unutar funkcionalnih gena koji 

kodiraju različite korake je velika [114]. Iz tog razloga bilo bi prikladnije koristiti funkcionalne 

gene, koji odgovaraju jednom koraku u procesu, kao pokazatelj cjelokupne denitrifikacije kao 

točniji način za ispitivanje ukupnih denitrifikanata [105]. 

Raznolikost i sastav mikrobne zajednice u snažnoj je ovisnosti o izvoru ugljika. U istraživanju 

mikrobne zajednice denitrifikanata uz izvore ugljika: drveni peleti (prešana piljevina), pšenična 

slama i drvene strugotine raznolikost zajednice je opadala u nizu: drvene strugotine, pšenična 

slama i drveni peleti, a uzrok bi mogao biti rastuća homogenost materijala [18]. Bakterije 

koljena Proteobacteria (β-Proteobacteria), Bacteroidetes i Firmicutes su dominantne, kao i 

rodovi Thauera, Pauldibacter i Pseudomonas, identificirane pri korištenju acetata kao izvora 

ugljika [61,62,115]. 
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2.5.4. pH vrijednost 

Denitrifikacija se može odvijati u širokom rasponu pH vrijednosti [26], i za većinu 

denitrificirajućih bakterija optimalna vrijednost pH je u rasponu od 7,5 do 9,5, [96,116], a 

odstupanje pH od tog raspona rezultira usporavanjem denitrifikacijske aktivnosti i 

nakupljanjem nitrita [117]. Alkalni okoliš snažno utječe na mikrobnu denitrifikaciju. U 

denitrifikaciji, u redukciji nitrita do dušikovog monoksida, nastaju OH– ioni koji utječu na pH 

vrijednost miješane tekućine, ako sustav nije puferiran. Vrijednost pH utječe na aktivnost svih 

enzima pa i na četiri denitrificirajuće reduktaze te može doći do neravnoteže redukcijske 

kinetike između reduktaza. Nitrit reduktazu inhibira alkalna vrijednost pH što dovodi do 

nakupljanja nitrita, a inhibicija redukcije nitrita jedan je od načina kako bakterije izbjegavaju 

daljnji porast pH vrijednosti. Na bakterijsku aktivnost i aktivnost enzima, osim jako kiselih ili 

lužnatih uvjeta, utječe prisutnost slobodne nitritne kiseline (HNO2; FNA) [49,118,119], 

citotoksična je i lako prolazi kroz bakterijske membrane [118]. Vrijednost pH se tijekom 

heterotrofne denitrifikacije snižava zbog razgradnje izvora ugljika do organskih kiselina, a 

potom raste uslijed uporabe tih izvora C i potom na kraju procesa stabilizira. Ako se u 

denitrifikaciji koristi jednostavan, niskomolekularni izvor C, poput acetata, izostaje korak 

razgradnje organskih sastojaka pa tako nema ni snižavanja vrijednosti pH, a acetat izravno ulazi 

u proces denitrifikacije i odmah je vidljiv porast vrijednosti pH [120]. Pri nižim vrijednostima 

pH (6,5 i 7,0) dolazi do značajne inhibicije denitrifikacije, brzine redukcije nitrata i nitrita su 

beznačajne. Pri višim vrijednostima pH (7,5, 8,5 i 9,0) ne dolazi do inhibicije denitrifikacije, 

ali se nakuplja nitrit zbog kompeticije za elektrone između nitrat reduktaze i nitrit reduktaze, 

koja je izraženija pri višim pH vrijednostima. Redukcija nitrita učinkovitija je nakon potpune 

potrošnje nitrata jer nema više kompeticije za elektrone [96]. U denitrifikaciji pH vrijednost 

utječe na reduktaze na način da se ovisno o pH vrijednosti elektroni preferencijalno dodjeljuju 

određenim reduktazama [49]. Pri pH vrijednosti nižoj od 6,5 postoji tendencija emisije N2O 

[121]. 

 

2.5.5. Temperatura 

Optimalna temperatura za proces denitrifikacije je u rasponu 20-30 °C [41] a ovisi o odabranom 

izvoru ugljika i sastavu bakterijske zajednice [60,122]. Denitrifikacija je inhibirana pri 

temperaturi otpadne vode ispod 5 °C, te se za kompenzaciju smanjene denitrifikacije pri niskoj 

temperaturi sugerira povećanje hlapljivih suspendiranih čestica u miješanoj tekućini (MLVSS) 

što može povećati broj denitrificirajućih bakterija. Povećanjem temperature dolazi do 
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povećanja brzine denitrifikacije. Pri nižim temperaturama (15 °C) brzina i učinkovitost 

redukcije nitrata su niže [100], dok optimalna temperatura (25-35 °C) poboljšava redukciju 

nitrata, ali također dovodi do povećanja nakupljanja nitrita i didušikovog oksida [59]. 

Učinak temperature na aktivnost aktivnog mulja, između ostalog i na denitrifikante, uz 

istraživanje gena ključnih enzima uključenih u denitrifikaciju, uključujući nitrat reduktaze 

(narB, narG i nxrA), nitrit reduktaze (nirK, nirS, nirA, nirB i nrfA), dušikov monoksid reduktazu 

(norB i norC) i didušikov oksid reduktazu (nosZ), pokazao je da su pri porastu temperature sa 

20 na 35 °C svi enzimski geni povezani s denitrifikacijom bili reducirani, moguće zbog 

nedostatka izvora ugljika [123]. S porastom temperature moguć je nedostatak izvora ugljika 

zbog brzog rasta mikroorganizama, pa mikroorganizmi mogu koristiti samo ekstracelularne 

polimerne tvari (EPS) kao izvor ugljika [124], a smanjenje EPS je i utvrđeno pri 35 °C [123]. 

S druge strane, pri sniženju temperature sa 20 na 5 °C raste količina enzimskih gena uključenih 

u denitrifikaciju. 

 

2.5.6. Hidrauličko vrijeme zadržavanja 

Hidrauličko vrijeme zadržavanja (HRT) je veličina koja je izravno povezana s učinkovitošću 

uklanjanja nitrata, predstavlja potrebno vrijeme kontakta između biomase (denitrificirajućih 

bakterija) i supstrata (nitrata) u otpadnoj vodi [125]. 

Smanjenje HRT dovodi do povećanja koncentracije nitrata i nitrita u efluentu zbog nepotpune 

redukcije, dok povećanje HRT vrijednosti potiče denitrificirajuće bakterije na učinkovitiju 

razgradnju organskih spojeva što povećava brzinu uklanjanja nitrata zbog dovoljnog vremena 

kontakta između denitrificirajućih bakterija i otpadne vode, ali istodobno dovodi do povećanja 

koncentracije otopljenog organskog ugljika i amonijevih soli u efluentu [57,125]. 

 

2.5.7. Učinak nitrata na denitrifikaciju 

Neke industrije proizvode efluent i otpad visoke koncentracije nitrata, obično uz alkalni pH i 

nedostatak organskih sastojaka. U blizini radioaktivnog otpada se očekuje visoka koncentracija 

nitrata (10 mM do 1 M), koji može pojačati mobilnost radionuklida [126,127]. Efluent iz 

postrojenja nehrđajućeg čelika sadrži do 80 mM nitrata [128], a otpadna voda iz industrije 

eksploziva može sadržavati do 500 mM nitrata [129]. Visoka koncentracija nitrata je štetna za 

mikrobnu denitrifikaciju. Maksimalna koncentracija nitrata ispitana u literaturi je do 1 M [130]. 

Također, visoka koncentracija nitrata uzrokuje akumulaciju nitrita, koja djeluje inhibirajuće ili 

čak toksično za bakterije [93]. Istražena je denitrifikacija s visokom koncentracijom nitrata od 
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nekoliko stotina mM [97,131-133]. Tako je potpuna denitrifikacija 645 mM nitrata ostvarena 

tijekom jedne godine u laguni [134], a Bacillus halodenitrificans može preživjeti pri 

koncentraciji 1,06 M nitrata [130]. Također su objavljena istraživanja o obradi otpadne vode 

koja je sadržavala 100-1000 mM nitrata pomoću aktivnog mulja [128,131,135-137]. Tijekom 

aklimatizacije bakterije su se prilagodile visokoj koncentraciji nitrata pomoću stupnjevitog 

povećavanja koncentracije nitrata. U svim tim istraživanjima nitrat je u potpunosti reduciran, a 

distribucija bakterijskih zajednica u aktivnom mulju se promijenila u korist nitrat respirirajućih 

bakterija [131]. Kada je koncentracija nitrata bila ispod 100 mM, akumulacija nitrita nije 

premašila 90% ukupne koncentracije nitrata. U pokusima između 100 i 300 mM nitrata, 

akumulacija nitrita je bila u rasponu 40-70%. Pri koncentraciji nitrata 300 mM ili višoj, nitrit 

nije dalje reduciran osim u [137]. Budući da su ta istraživanja imala dugi eksperimentalni 

period, moguće je da je došlo do proliferacije pravih denitrifikanata koji su reducirali nitrit [49]. 

 

2.5.8. Učinak nitrita na denitrifikaciju 

Nitrit može biti toksičan za mikroorganizme, a kada njegova koncentracija dosegne visoke 

vrijednosti dolazi do inhibicije procesa denitrifikacije [55,56]. Ipak, neka istraživanja pokazala 

su da postoje sojevi denitrifikanata koji mogu koristiti nitrit kao akceptore elektrona [138]. 

Akumulacija nitrita je izazov za denitrifikante, ali i za druge bakterije, poput nitrifikanata [93]. 

Čak i pri niskoj koncentraciji nitrita poput desetak mM, dolazi do inhibicije i usporavanja 

aktivnosti bakterija [139]. Kod Bacillus cereus, nitrit aktivira sintezu bakteriostatičkih 

molekula [140]. S druge strane, bakterije poput P. denitrificans mogu razviti rezistenciju na 

nitrit, koja tolerira 140 mM nitrita u prisutnosti kisika [118]. 

Na razini metabolizma, kompeticija među reduktazama može uzrokovati akumulaciju nitrita ili 

N2O, što je pod utjecajem okolišnih uvjeta poput pH vrijednosti, i transporteri elektrona mogu 

transferirati elektrone radije jednoj reduktazi nego drugoj [141,142]. Tako je pri vrijednosti pH 

5,5 kod P. denitrificans uočena djelomična denitrifikacija, s nakupljanjem nitrita i N2O zbog 

transfera elektrona preferencijalno nekim reduktazama, dok pri vrijednosti pH 8,5 nije bilo 

akumulacije jer se transfer elektrona odvijao istovremeno svim reduktazama [141]. Vrsta 

elektron donora također utječe na akumulaciju nitrita. Tako je kod Pseudomonas stutzeri 

zabilježena akumulacija nitrita pri 5 mM acetata, koji sadrži 2 C atoma, ali nije bilo akumulacije 

pri istoj koncentraciji butirata, koji ima četiri C atoma [132]. Kako se tijekom oksidacije butirata 

oslobađa 20 elektrona, a kod acetata 8, butirat omogućava dovoljno elektrona i ne dolazi do 
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kompeticije među reduktazama za prihvaćanje elektrona. Da bi bakterije spriječile akumulaciju 

nitrita unutar stanice, koriste transportere poput narK za izlučivanje nitrita (Slika 4) [143]. 

Skraćena nitrifikacija-denitrifikacija je ekonomična alternativa biološkog uklanjanja dušika 

preko nitrita iz otpadne vode jer zahtjeva manje organskog ugljika i energije u usporedbi s 

uklanjanjem dušika preko nitrata [144].  

U pokusima koji su imali za cilj obogatiti denitrificirajuću bakterijsku zajednicu za 

denitrifikaciju preko nitrita, pokusi su provedeni s acetatom kao izvorom ugljika u SBR 

reaktoru pri 20±2 °C i pH 7,5±0,2 [145]. Brzina denitrifikacije je rasla tijekom 12 dana, s 10 

mg/Lh na 273,35 mg/Lh, pri čemu je specifična brzina denitrifikacije porasla s 3,83 mg/gh na 

51,80 mg/gh. Omjer KPK/N je smanjen s početnih 7,9 na 2,7, čime je pokazano da je moguće 

provesti denitrifikaciju preko nitrita pri niskom omjeru KPK/N. Ukazano je da i nitrit i nitrat 

mogu biti korišteni kao elektron akceptori za denitrifikaciju. Udio glavne bakterijske kulture 

povezan s denitrifikacijom, određen metodom „high-throughtput sequencing“, je na početku 

pokusa bio 2,16%, a do kraja pokusa je porastao na 84,26%. U početnom mulju su određeni 

udjeli Rhodobacter 1,27%, Dechloromonas 0,43%, Thauera 0,24%, Pseudomonas 0,11%, 

Zoogloea 0,07%, i Flavobacterium 0,04%, odnosno njihov udio je iznosio 2,16% u ukupnoj 

populaciji. Nakon 12 dana mulj je imao drugačiji sastav: Pseudomonas 56,13%, 

Flavobacterium 11,70%, Thauera 7,76%, Dechloromonas 5,19%, Rhodobacter 3,48%, 

Zoogloea < 2%, odnosno, sumarno Pseudomonas, Dechloromonas, Flavobacterium, Thauera, 

i Rhodobacter su činili 84,26% bakterija u aktivnom mulju [145]. Postigli su značajan prirast 

denitrifikanata jer heterotrofi imaju kratko generacijsko vrijeme [146]. 

Inhibicija denitrifikacije relativno visokom koncentracijom nitrita može se umanjiti 

uklanjanjem supernatanta, pranjem mulja i prekidom hranjenja tijekom nekoliko dana. 

Inhibicija ključnih enzima u denitrifikaciji se može izbjeći niskom koncentracijom nitrita u 

anoksičnom periodu procesa a što se postiže prilagođavanjem brzine dotoka nitrita u ovisnosti 

o brzini denitrifikacije nitrita u prethodnom ciklusu procesa [145]. 

U istraživanju učinka niskog omjera C/N na denitrifikaciju preko nitrita provedeni su pokusi 

predenitrifikacije i post nitrifikacije u dvomuljnom sustavu, s visokom koncentracijom 

amonijaka od 800 mg/L u sintetskoj otpadnoj vodi i uz natrijev acetat kao izvor ugljika [147]. 

U prednitrifikaciji je kao izvor ugljika poslužila sirova otpadna voda, a u postnitrifikaciji se 

favorizirala nitritacija (oksidacija amonijaka do nitrita). U postnitrifikaciji je postignuta 

nitritacija s učinkovitosti akumulacije nitrita 97,8%. Tijekom denitrifikacije s nitritom kao 

akceptorom elektrona porasla je brzina denitrifikacije, a s porastom omjera C/N faktor emisije 

N2O se smanjio. Istražen je učinak omjera C/N na emisiju N2O tijekom denitrifikacije, pri C/N 
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1, 2 i 4, pri 100 mg NO2-N/L i KPK 100 mg/L, 200 mg/L i 400 mg/L. Istaknuto je da 

denitrifikacija s NO2-N kao akceptorom elektrona može uzrokovati visoku emisiju N2O. Faktor 

emisije N2O je bio relativno visok što bi moglo biti zbog toga što je NO2-N akceptor elektrona. 

Za smanjenje emisije N2O sugerirano je kontinuirano prihranjivanje zbog kontrole 

koncentracije NO2-N. S porastom omjera C/N raste brzina denitrifikacije i pri omjerima C/N 1, 

2 i 4, postignute su brzine denitrifikacije 6,52, 12,96 i 18,35 mg NO2-N/gh i brzine proizvodnje 

N2O od 1,72, 2,27 i 2,17 mg N2O/gh, a faktor emisije N2O-N se smanjuje i iznosio je 26,63, 

17,55 i 26,63%. Od početnih 800 mg NH4-N/L u influentu, uklanjanje dušika je iznosilo 43,3% 

[147]. 

 

2.5.9. Istovremena nitrifikacija i denitrifikacija 

Istovremena nitrifikacija i denitrifikacija (SND) je poznati fenomen u BNR sustavima aktivnog 

mulja. Ovisi o konfiguraciji bioreaktora (makrookolišu povezano s miješanjem), koncentraciji 

otopljenog kisika i veličini flokula (mikrookoliš i učinak difuzije kisika u flokuli) [148,149], 

kao i raspoloživom organskom ugljiku za denitrifikaciju [149,150,151]. SND ima brojne 

potencijalne prednosti primjene pred konvencionalnim sustavom uklanjanja dušika, i od 

interesa je dizajnerima i operaterima za primjenu na sustavima za obradu otpadnih voda jer 

nitrifikacija i denitrifikacija se zbivaju u istom reaktoru, SND eliminira potrebu za izgradnju 

odvojenih reaktora, pojednostavljen je dizajn procesa, manja je potreba za ugljikom, kisikom i 

alkalitetom u odnosu na konvencionalne procese [117,149,151,152], manja je emisija N2O 

[153]. Proces SND ovisi o ravnoteži u koncentraciji DO za odvijanje dvije kinetičke reakcije, 

nitrifikacije i denitrifikacije, koje se zbivaju istovremeno u istom reaktoru. Koncentracija 

otopljenog kisika za nitrifikaciju treba biti >1 mg DO/L, a 2 mg DO/L osigurava brže reakcije 

nitrifikacije, dok DO<0,2 mg/L je kritičan za nitrifikaciju [154], a brzina denitrifikacije je 

najveća pri koncentraciji DO oko 0 mg/L [155]. Koncentracija otopljenog kisika od 0,5 mg/L 

bila je povoljna za postizanje jednake brzine nitifikacije i denitrifikacije a time i postizanje 

SND, u šaržnim pokusima pri oko 20 °C pri SRT od 15 dana [152]. Niski DO zahtijevan za 

SND proces nije povoljan za konvencionalne procese obrade otpadne vode jer pogoduje razvoju 

bujanja mulja, voluminoznosti mulja (engl. sludge bulking) zbog prekomjernog rasta 

filamentoznih bakterija [156,157]. To je jedan od glavnih nedostataka procesa SND. Na 

sustavima obrade otpadne vode, takvo vođenje rezultira također marginalnim karakteristikama 

taloženja mulja. Raspoloživi ugljik i koncentracija DO su istaknuti kao važni procesni 

čimbenici u provedbi SND [150]. Omjer KPK/N 10 je zahtijevan za postizanje značajne 
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denitrifikacije, dok je optimalna koncentracija DO u rasponu 0,3-0,7 mg/L za maksimiziranje 

aktivnosti SND. Koncentracija DO<0,3 ne osigurava nitrifikaciju, dok DO>0,7 mg/L ne 

osigurava denitrifikaciju [150]. Iako je mehanizam odgovoran za provođenje SND poznat, 

teško je kontrolirati SND jer ovisi o limitirajućim čimbenicima procesa, poput veličine flokula, 

unutarnjeg skladištenja/pohrane KPK i profila DO unutar flokule [149,158]. 

Istraživanja su pokazala da aerobnu denitrifikaciju provode brojni mikrobi, posebno u okolišu 

s promjenjivom koncentracijom otopljenog kisika i dostupnim reduciranim ugljikom, premda 

se dugo smatralo da se denitrifikacija ne odvija u prisutnosti kisika [14,63,79,159]. U sustavu s 

aktivnim muljem (Slika 2) često izmjerena koncentracija DO u reaktoru ne predstavlja stvarnu 

koncentraciju DO unutar pahuljice aktivnog mulja. U uvjetima niske koncentracije DO, 

denitrifikacija se može odvijati u unutrašnjosti flokule, a nitrifikacija na vanjskom dijelu 

flokule. Također, u reaktorima s aktivnim muljem u kojima je niska koncentracija DO, aerobna 

i anoksična zona postoje ovisno o uvjetima miješanja i udaljenosti od točke aeracije, tako da se 

nitrifikacija i denitrifikacija mogu odvijati u istom reaktoru (Slika 5). U tim uvjetima, u kojima 

se uklanjanje dušika odvija u jednom aerobnom reaktoru se zove istovremena nitrifikacija i 

denitrifikacija. Iako se i nitrifikacija i denitrifikacija odvijaju pri nižim brzinama zbog učinka 

DO na oba procesa, ako je dovoljno dugo vrijeme zadržavanja mulja (SRT) i hidrauličko 

vrijeme zadržavanja, τ (HRT), cjelokupno uklanjanje dušika može biti značajno [2,14,63].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5. Prikaz pahuljice aktivnog mulja u kojoj su prikazane aerobna i anoksična zona [2] 

 

Enzim nitrat reduktaza kod aerobnih denitrifikanata nalazi se u periplazmi, a kod anoksičnih 

denitrifikanata je membranski vezan [110]. Neki od poznatih aerobnih denitrifikanata su 

Pseudomonas stutzeri, Agrobacterium sp., Halomonas campisalis, Klebsiella pneumonia, 
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Acinetobacter junii, Paracoccus denitrificans, Paracoccus versutus, Zoogloea sp., 

Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Pseudomonas mendocina, Ochrobactrum 

rhizosphaerae, Bacillus salmalaya, Bacillus cereus, Acinetobacter sp., Marinobacter 

hydrocarbonoclasticus, Cupriavidus sp. PDN31, Janthinobacterium, Photobacterium sp. i 

Pseudomonas putida [63]. 

Koncentracija otopljenog kisika, omjer C/N, veličina flokule, temperatura, izvor ugljika, 

vrijednost pH, brzina opterećenja nitratom i HRT utječu na proces aerobne denitrifikacije 

[14,63,79,160,161,162,163].  

Istovremena nitrifikacija i denitrifikacija se mogu objasniti sa dva moguća mehanizma. Prvo, 

regije niske koncentracije DO ili regije nula koncentracije DO mogu biti prisutne unutar 

reaktora kao funkcija režima miješanja. Kako miješana tekućina putuje od površine mehaničkih 

aeratora, DO je iscrpljen, stvarajući uvjete koji su povoljniji za anoksične reakcije [164]. Drugo, 

pahuljice aktivnog mulja mogu sadržavati i aerobnu i anoksičnu zonu (Slika 5). Otopljeni kisik 

i otopljeni supstrat van flokule difundiraju u aerobnu zonu, i, ovisno o koncentraciji DO i 

koncentraciji amonijaka i BPK, kisik može biti iscrpljen pri značajnoj brzini unutar flokule, 

tako da DO ne može ući u cijelu dubinu flokule. Nitrati proizvedeni nitrifikacijom u aerobnoj 

zoni mogu difundirati u unutarnju anoksičnu zonu duž supstrata tako da se denitrifikacija odvija 

u dubini flokule. 

Postojanje anoksične zone u flokuli aktivnog mulja pokazano je pokusima u kojima je istaknuto 

da je brzina nitrifikacije povezana ne samo s koncentracijom DO u miješanoj tekućini nego i s 

količinom prisutnih biorazgradivih organskih sastojaka [165]. Veća brzina unosa kisika 

zabilježena je pri višoj koncentraciji organskih sastojaka izraženih kao BPK, kao i manja brzina 

nitrifikacije za istu koncentraciju DO u miješanoj tekućini, što sugerira da je smanjena aerobna 

zona flokule aktivnog mulja. I brzina nitrifikacije i denitrifikacije bi trebale biti manje od 

optimalne razine za proces istovremene nitrifikacije i denitrifikacije. Samo dio biomase je 

korišten za svaku od tih reakcija. Brzina nitrifikacije je niža zbog niske koncentracije DO, a 

brzina denitrifikacije je niža zbog koncentracije supstrata u aerobnom dijelu flokule. Ipak, 

sustavi s vrlo dugim vremenom zadržavanja, imaju dovoljan volumen da se prilagode nižim 

brzinama nitrifikacije i denitrifikacije [2]. 

Prednosti aerobne denitrifikacije/istovremene nitrifikacije i denitrifikacije su to što nema 

potrebe za odvojenim reaktorima kao u konvencionalnim uređajima za obradu otpadnih voda, 

što znači uštedu na prostoru i trošku za izradu, kao i na kemikalijama za korekciju vrijednosti 

pH [63,149,166,167,168]. Aerobna denitrifikacija/istovremena nitrifikacija i denitrifikacija se 

mogu primijeniti na otpadne vode koje imaju nizak omjer KPK/N [14,63]. 
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Brojni mikroorganizmi imaju mogućnost sintetiziranja polihibroksibutirata (PHB). Većina 

pohrane PHB se događa u anaerobno-aerobnim uvjetima kada je količina raspoloživog 

egzogenog izvora ugljika u suvišku obzirom na potrebe stanice [14]. U pokusima aerobne 

denitrifikacije s acetatom kao izvorom ugljika i bez acetata (autotrofno), biomasa aktivnog 

mulja je akumulirala 0,35 g PHB/gVSS (fPHB=0,27 Cmol/Cmol) u SBR reaktoru. SBR je imao 

jedan ciklus po danu, pri 20 °C i vrijednost pH 7-7,5, s acetatom kao dodanim izvorom ugljika 

otpadnoj vodi grada. U autotrofnim pokusima (60 mg NH4-N/L) je zabilježena redukcija 4,54 

mg Nred/L, a u pokusima s acetatom (60 mg NH4-N/L i 100 mg KPK/L) 22,5 mgNred/L. U 

autotrofnim pokusima je kao izvor ugljika služio unutarstanično pohranjeni PHB. Istaknuto je 

da aerobna denitrifikacija s unutarnjim izvorom C nije učinkovita kao aerobna denitrifikacija s 

vanjskim izvorom ugljika [14].  

Učinak koncentracije otopljenog kisika na aerobnu denitrifikaciju ovisi o korištenom 

mikroorganizmu u procesu denitrifikacije [63]. Čak i unutar iste vrste aerobni denitrifikanti 

mogu se razlikovati po sposobnosti denitrifikacije pri različitim koncentracijama otopljenog 

kisika. Potpuno uklanjanje ukupnog dušika tijekom aerobne denitrifikacije postignuto je pri 

6,08 mg DO/L s Marinobacter kao denitrifikantom [169]. Za Citrobacter diversus je objavljena 

optimalna koncentracija 5 mg DO/L [64]. Potpuno uklanjanje dušika prilikom aerobne 

denitrifikacije pri 3-10 mg DO/L je zabilježeno kod Achromobacter, Acinetobacter i 

Pseudomonas, a Bacillus provodi denitrifikaciju pri 3,93-7,65 mg DO/L [170,171]. 

 

2.6. Parcijalna nitrifikacija i denitrifikacija 

Proces nitrifikacije do NO2-N (nitritacija), a potom denitrifikacija NO2-N (denitritacija), 

takozvana nitritna zamjena (engl. nitrite-shunt), je skraćeni proces biološkog uklanjanja dušika 

(SBNR) [2,172], parcijalna ili djelomična nitrifikacija i denitrifikacija (PND), (Slika 6). 

U parcijalnoj nitrifikaciji, oksidaciji NH4-N do NO2-N (nitritacija), favorizira se aktivnost 

amonijak oksidirajućih bakterija (AOB) a limitira/inhibira/ispiru nitrit oksidirajuće bakterije 

(NOB) [173,174,175], ili je potrebno postići takvu prostornu distribuciju AOB da NOB više 

nemaju odgovarajuće uvjete. Konvencionalni proces nitrifikacije i denitrifikacije znači 

primjenu procesa potpune nitrifikacije, oksidacije NH4-N preko NO2-N do NO3-N, i potom 

redukcije NO3-N preko NO2-N do plinovitog dušika. Korak oksidacije NO2-N do NO3-N 

(nitratacija) u nitrifikaciji i korak redukcije NO3-N do NO2-N (denitratacija) u denitrifikaciji 

nije potreban budući je moguće izravno denitrificirati NO2-N do plinovitog dušika (Slika 6) 

[176,177,178].  
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Slika 6. Shematski prikaz koraka parcijalne nitrifikacije (nitritacije i denitritacije) [176]. 

 

Akumulacija nitrita se može postići kontrolom: pH, DO, temperature, SRT i reakcijskog 

vremena. Veliki izazov u parcijalnoj nitrifikaciji je postići stabilni izostanak aktivnosti NOB 

kroz duži period [179]. 

Prednosti procesa parcijalne nitrifikacije/denitrifikacije (nitritacije-denitritacije) (Slika 6) u 

usporedbi s tradicionalnom nitrifikacijom i denitrifikacijom preko NO3-N, su: (i) brzina 

denitrifikacije NO2-N je 1,5-2 puta veća od brzine denitrifikacije NO3-N, (ii) za 25% je manja 

potrošnja kisika u aerobnom stupnju, (ii) za 40% je manja potreba za elektron donorima u 

anoksičnom stupnju, (iii) za 20% je manja emisija CO2, (iv) oko 33-35% je manja proizvodnja 

mulja u nitrifikaciji i oko 55% u procesu denitrifikacije, (v) manji je volumen reaktora zbog 

kraćeg hidrauličkog vremena zadržavanja pa time i manji investicijski troškovi 

[97,172,180,181,182]. Parcijalna nitrifikacija i denitrifikacija tehnički je izvediva i ekonomski 

pogodna za obradu otpadne vode s niskim omjerom C/N ili visokom koncentracijom NH4-N 

[172,183]. Neki od procesa koji primjenjuju parcijalnu nitrifikaciju su: ANAMMOX proces, 

SHARON proces, kombinacija SHARON-ANAMMOX procesa, OLAND proces i CANON 

proces.  

U biološkom uklanjanju dušika djelomična/parcijalna nitrifikacija je od velike važnosti s 

gledišta operativnih troškova (ovisno o usklađenosti sa zakonodavstvom), a napori i izazovi u 

razmatranju i istraživanju različitih operativnih strategija za održavanje akumulacije nitrita na 

visokim razinama su vidljivi i prepoznati u brojnim istraživanjima. Novi izazovi koje će trebati 

razmotriti i prevladati u ovom području istraživanja su primjena napredne automatske kontrole 

temeljene na simulaciji procesa i praćenju AOB/NOB pomoću molekularnih alata kako bi se 

postigla stabilna djelomična nitrifikacija na dugoročnoj osnovi [176]. 
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2.7. Istovremeno uklanjanje N i P procesom denitrificirajuće defosfatacije 

Za istovremeno uklanjanje N i P iz otpadnih voda koriste se procesi koji se baziraju na 

aktivnosti nitrifikanata i denitrifikanata i fosfat akumulirajućih organizama (PAOs). 

Denitrifikantima je organski ugljik potreban kao donor elektrona za reakcije redukcije NOx-N 

do plinovitog dušika, a PAOs-ima za unutarstaničnu pohranu PHA, za otpuštanje fosfata, i 

potom za unutarstanični unos i pohranu P. U otpadnim vodama koje imaju niski omjer KPK/N 

može doći do manjka organskog ugljika potrebnog i za denitrifikaciju i za PAOs unos ugljika 

[184,185,186,187,188]. Primjenom procesa denitrificirajuće defosfatacije (Slika 7), alternative 

konvencionalnom uklanjanju N i P, problem niske koncentracije raspoloživog organskog 

ugljika bi mogao biti riješen [189]. 

Denitrificirajuća defosfatacija se temelji na aktivnosti denitrificirajućih defosfatirajućih 

akumulirajućih organizama (DPAOs), koji se mogu podijeliti u dvije skupine 

[190,191,192,193]:  

I. DPAOs preko NO3-N, mogu koristiti i O2 i NO3-N kao elektron akceptore za uklanjanje 

P 

II. DPAOs preko NO2-N, mogu koristiti O2, NO3-N i NO2-N kao elektron akceptor za 

uklanjanje P 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 7. Shematski prikaz metabolizma PAOs u anaerobnim i aerobnim ili anoksičnim 

uvjetima [189] 
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Denitrificirajuća defosfatacija u usporedbi s konvencionalnim procesima ima prednosti za 30% 

manjom potrebom na kisiku i 50% manjom proizvodnjom mulja. Brzina unosa P putem PAOs 

u anoksičnim uvjetima je općenito manja nego u aerobnim uvjetima, jer je učinkovitost 

proizvodnje energije PAOs s NO3-N oko 40% manja nego s O2 kao elektron akceptorom.  

Za proces denitrificirajuće defosfatacije značajno je manja potreba na KPK u usporedbi s 

odvojenim uklanjanjem N i P [186,187,188], što zajedno s uštedom na potrebi za 

kisikom/aeracijom, jer se koristi NO3-N kao akceptor elektrona umjesto kisika, čini taj proces 

ekonomski opravdanim. 

Pokazano je da NO2-N inhibira aeroban i anoksičan P unos [186,187,188,194], ali je također 

pokazano da DPAOs mogu koristiti NO2-N kao elektron akceptor do koncentracije 5-10 mg 

NO2-N/L, nakon aklimatizacije. [184,185,195] Aktivnost PAOs inhibirana je i pri niskoj 

koncentraciji NO2-N [196], 2 mg NO2-N/L uzrokovalo je ozbiljnu inhibiciju aerobnog unosa 

fosfata a više od 6 mg NO2-N/L je rezultiralo skoro potpunom inhibicijom [194]. Aerobni unos 

fosfata je osjetljiviji na NO2-N od anoksičnog unosa fosfata. NO2-N ima negativan učinak na 

unos P i formiranje poliP u enzimskom sustavu. 

 

 

2.8. Endogena denitrifikacija 

Strogi zahtjevi za izlaznom kakvoćom obrađene otpadne vode s uređaja za obradu otpadnih 

voda propisuju dopuštenu koncentraciju ukupnog dušika (TN) <15 mg/L, za ispust u površinske 

vode [15]. Konvencionalne tehnologije biološkog uklanjanja dušika (BNR) temelje se na 

procesima nitrifikacije i denitrifikacije, koje uključuju procese predenitrifikacije (A/O), 

anaerobno/anoksično/aerobni proces (A2/O), stupnjevito hranjen anoksično/aerobni proces, 

anoksično/aerobni SBR (A/O SBR) [2]. Ti procesi imaju i operativne i izvedbene nedostatke 

za postizanje naprednog uklanjanja N bez dodatka vanjskog izvora ugljika [197]. Tradicionalni 

proces denitrifikacije provodi se aktivnošću uobičajenih heterotrofnih denitrificirajućih 

bakterija u anoksičnim ili aerobnim uvjetima. 

Organizmi koji nakupljaju glikogen (GAOs), koji mogu apsorbirati i pohraniti organske tvari 

kao poli-β-hidroksi-alkanoate u anaerobnom razdoblju i koristiti akumulirane PHA za ponovnu 

sintezu glikogena i rast stanica u sljedećem aerobnom razdoblju, imaju sposobnost 

denitrifikacije [198] i igraju važnu ulogu u endogenoj denitrifikaciji [199]. U sustavima 

poboljšanog biološkog uklanjanja fosfora EBPR) GAOs su se smatrali konkurentima 

organizmima koji akumuliraju fosfate (PAOs) [12,200,201].  
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U usporedbi s konvencionalnim procesom denitrifikacije, proces endogene denitrifikacije može 

u potpunosti iskoristiti izvore ugljika u sirovoj otpadnoj vodi i poboljšati uklanjanje dušika. 

Endogena denitrifikacija je karakterizirana korištenjem unutarnjih izvora ugljika za 

denitrifikaciju. Nekoliko prednosti se ostvaruje u biološkim sustavima za obradu otpadnih voda 

primjenom endogene denitrifikacije: (i) uklanjanje dušika kada su vanjski izvori ugljika 

ograničeni, (ii) povećanje ukupne učinkovitosti uklanjanja dušika, i (iii) smanjenje operativnih 

troškova povezanih s osiguravanjem vanjskih izvora ugljika za denitrifikaciju. Endogena 

denitrifikacija može biti ograničena dostupnošću unutarstanične organske tvari i čimbenicima 

poput sastava otpadne vode, temperature i hidrauličkog vremena zadržavanja. Bakterije koje 

provode endogenu denitrifikaciju posjeduju enzime potrebne za denitrifikaciju i mogu koristiti 

unutarnje zalihe organske tvari za energiju, a pripadaju različitim rodovima, poput: 

Achromobacter, Pseudomonas, Paracoccus i drugi. Glavni unutarnji izvori ugljika za biološku 

denitrifikaciju su unutarstanični polimeri, PHA i glikogen, koji nastaju tijekom različitih 

bioloških procesa, poput anaerobne fermentacije organskih tvari. Ključno za poticanje 

endogene denitrifikacija su uvjeti niske koncentracije otopljenog kisika ili anaerobni uvjeti, kao 

i prisutnost nitrata/nitrita i unutarnjih izvora ugljika [9]. 

GAOs ima sposobnost asimilacije izvora ugljika koji se mogu pohraniti i kao PHA i kao 

glikogen [202]. GAOs poboljšano uzimaju ugljik pri omjeru KPK/N 100 ili bez prisustva N, a 

doziranje N do omjera KPK/N 60 ili više demonstrira strategiju kontroliranja prekomjernog 

rasta GAOs u sustavima obrade otpadne vode s visokim KPK [203]. Učinak omjera C:P na 

proliferaciju GAOs je pokazao da su niži omjeri C:P izazvali pomak u mikrobnoj zajednici, 

smanjujući populaciju GAOs. GAOs se obogaćuje u reaktorima laboratorijskih razmjera pri 

uvjetima visokog omjera KPK:P [204,205].  

U obradi otpadne vode niskog omjera C/N ključni čimbenik je balansiranje između DGAOs i 

DPAOs vrsta za postizanje poboljšanog uklanjanja N i P, odnosno stabilnog i učinkovitog 

uklanjanja N i P [206]. 
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3. EKSPERIMENTALNI DIO  

3.1. Materijali 

3.1.1. Aktivni mulj 

Aktivni mulj s lokalnog uređaja za obradu otpadnih voda nakon prilagodbe za uklanjanje 

sastojaka s dušikom (N) uporabljen je u pokusima uklanjanja dušika iz otpadne vode procesom 

denitrifikacije, nitrifikacije, istovremene nitrifikacije i denitrifikacije, parcijalne nitrifikacije i 

denitrifikacije, i endogene denitrifikacije, a nakon umnažanja fosfor akumulirajućih 

organizama (PAOs) i denitrificirajućih glikogen akumulirajućih organizama (DGAOs) 

uporabljen je u pokusima istovremene denitrifikacije i uklanjanja P. 

Pokusi uklanjanja N provedeni su s ciljem da se ovisno o procesnim čimbenicima – 

koncentraciji otopljenog kisika, koncentraciji mikrobne biomase, početnoj koncentraciji NO3-

N, NO2-N, NH4-N, PO4-P i raspoloživoj koncentraciji organskih sastojaka – omjeru C/N kao 

vanjskom dodanom izvoru ugljika (natrijev acetat) i unutarstanično pohranjenom/skladištenom 

ugljiku odredi minimalni omjer C/N za proces denitrifikacije NO3-N i NO2-N, brzina 

denitrifikacije, limitirajući čimbenici procesa denitrifikacije, nitrifikacije i denitrificirajuće 

defosfatacije, odnosno kapacitet mikrobne kulture denitrifikanata za uklanjanje N i mikrobna 

raznolikost u ciljanim mikrobnim procesima, kao i učinak produžene anoksične faze za 

odvijanje endogene denitrifikacije. 

Također, kroz mikrobne reakcije, kao rezultat mikrobnih aktivnosti, istaknut će se kompeticija 

za kisik između uobičajenih heterotrofa (OHOs), nitrifikanata (AOB i NOB vrsta) i aerobnih 

denitrifikanata, za organske sastojke – izvor ugljika kao donore elektrona između OHOs, 

denitrifikanata, fosfat akumulirajućih organizama (PAOs)/denitrificirajućih fosfat 

akumulirajućih organizama (DPAOs), glikogen akumulirajućih organizama (GAOs) i 

denitrificirajućih glikogen akumulirajućih organizama (DGAOs). 

Procesni čimbenici utječu i na zastupljenost i aktivnost funkcionalnih mikroorganizama za 

ciljani mikrobni proces. FISH metodom u aklimatiziranom mulju dokazani su funkcionalni 

mikroorganizmi: amonijak oksidirajuće bakterije (AOB), nitrit oksidirajuće bakterije NOB), 

denitrifikanti, PAOs, DPAOs i DGAOs. 

Aktivni mulj prilagođen za uklanjanje N (Slika 8) je imao karakteristike dobrog i brzog 

taloženja, a uobičajeno nakon denitrifikacije, u mirovanju, bio je flotiran djelomično ili u 

potpunosti (Slika 9). Mikroskopski izgled aktivnog mulja iz procesa denitrifikacije prikazan je 

Slikom 10. 
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Slika 8. Izgled i mikroskopski izgled aktivnog mulja aklimatiziranog za uklanjanje N, 

uporabljenog u pokusima disertacije (svjetlosni mikroskop, P 100x) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                       

Slika 9. Aktivni mulj iz pokusa denitrifikacije 
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Slika 10. Izgled i mikroskopski izgled aktivnog mulja iz procesa denitrifikacije (svjetlosni 

mikroskop, P 400×) 

 

 

3.1.2. Modelna otpadna voda, donori i akceptori elektrona  

Modelna otpadna voda – sintetska otpadna voda priređena je otapanjem soli u vodovodnoj vodi: 

2 g/L (NH4)2SO4; 1 g/L KH2PO4; 0,4 g/L FeSO4; 0,5 g/L MgSO4; 0,4 g/L NaCl; 1 g/L MgCO3; 

1 g/L CaCO3. Nakon 24 sata stajanja pri sobnoj temperaturi modelna otpadna voda filtrirana je 

kroz filter papir veličine pora 0,45 µm i korištena tijekom prilagodbe mulja na uklanjanje N u 

pokusima nitrifikacije, a kao nitrificirana otpadna voda u pokusima denitrifikacije uz dodatak 

izvora ugljika (natrijeva acetata) u odgovarajućoj količini za željeni omjer C/N. Za ugađanje 

pH tijekom nitrifikacije uporabljena je 2M NaOH. 

Pokusi denitrifikacije i uklanjanja P provedeni su uz ciljani supstrat kao izvor nitrata, nitrita i 

fosfata, dodavanjem odgovarajućeg volumena priređenih otopina soli u vodovodnoj vodi, i to 

KNO3, NaNO2, i KH2PO4. 

Kao izvor ugljika uporabljen je natrijev acetat, dodan u odgovarajućoj količini za odabrani 

ciljani omjer C/N. 

U pokusima prilagodbe mulja za uklanjanje N i uklanjanja N i P je dodano i 1mL/L otopine 

elemenata u tragovima: EDTA 10 g/L, FeCl3 1,5 g/L, H3BO3 0,15 g/L, CoCl2·7H2O 0,15 g/L, 

CuSO4·5H2O 0,03 g/L, MnCl2·4H2O 0,06 g/L, Na2MoO4·2H2O 0,06 g/L, ZnSO4·7H2O 

0,12 g/L, KI 0,18 g/L. 
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3.1.3. Aparatura i pribor 

Aparati uporabljeni u izradi disertacije prikazani su u Tablici 4, a kemikalije u Tablici 5. 

 

U provedbi disertacije, organizaciji i provedbi pokusa i analitičkih metoda uporabljen je i sitni 

laboratorijski materijal i pribor, poput: laboratorijske čaše, lijevci, stakleni štapići, kivete, filter 

papiri, pipete, propipete, automatske birete, i ostali laboratorijski pribor. 

 

Tablica 4. Aparati uporabljeni u izradi disertacije 

Aparat Proizvođač 

Bioreaktori (pleksiglas) izrađeni po narudžbi 

Kompresor HIBLOW HP 40, Njemačka 

Mjerač protoka zraka  

Kisikova elektroda i mjerni aparat WTW FDO 925; Multi 3420 SET KS1, Njemačka 

pH elektroda i mjerni aparat SenTix 940-3; Multi 3420 SET KS1, Njemačka 

Magnetska miješalica Thermo Scientific, Super-Nuova, Švicarska 

Peristaltička crpka  

Spektrofotometar Spectroquant VEGA 400 Merck, Njemačka 

Fotometar SQ200 Merck, Njemačka 

Centrifuga Beckman, Njemačka 

Konfokalni laser skenirajući mikroskop Leica, Švicarska 

Svjetlosni mikroskop Carl Zeiss Jena, Njemačka; Meiji, Japan 

KPK reaktor HACH COD Reactor, Njemačka 

Termo blok Thermoreactor TR 300, Merck, Njemačka 

Određivanje suhe tvari, vlagomjer KERN MLS-D, Njemačka 

Vakuum sustav filtracije  Sartorius, Hrvatska 

Vodena kupelj Hum Aqua 5, Njemačka  

Analitička vaga METTLER AJ150, Švicarska 

Homogenizator BIOSAN, Njemačka 

Autoklav Inako, Njemačka 

Termostat Sutjeska, Jugoslavija 

Hladnjak Electrolux, Njemačka 

Sterilizator  Instrumentaria, Njemačka 
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Tablica 5. Kemikalije uporabljene u izradi disertacije 

Kemikalija Proizvođač 

NaC2H3O2 ............................................................................... GRAM-MOL 

NaNO2 ……………………………..…………….…….……. Merck 

KNO3 ……............................................................................... Merck 

KH2PO4 ……………………………………………………… Merck 

(NH4)2SO4 ................................................................................ Merck 

H2SO4 ....................................................................................... GRAM-MOL 

HCl .......................................................................................... Merck 

NaOH ....................................................................................... Kemika 

K2Cr2O7 ................................................................................... Kemika 

HgSO4 ...................................................................................... Kemika 

Ag2SO4 ..................................................................................... Kemika 

(NH4)2Fe(SO4)2×6H2O ............................................................ Kemika 

1,10-fenantrolinij-klorid monohidrat ....................................... Kemika 

KCl .......................................................................................... Alkaloid 

CaCO3 ...................................................................................... Kemika  

MgCO3 ..................................................................................... Kemika 

MgSO4 ..................................................................................... Merck 

Na2HPO4 .................................................................................. Fisher Scientific 

NaCl ......................................................................................... Merck 

K-Na-C4H4O6 × 4H2O ............................................................. GRAM-MOL 

NaH2PO4 .................................................................................. Merck 

NaH2PO4×H2O ......................................................................... Merck 

NH4Cl ...................................................................................... Merck 

K2HPO4 .................................................................................... Kemika 

Nesslerov reagens .................................................................... Kemika 

DAPI (4',6-diamidin-2-fenilindol) ........................................... BioChemica 

Etanol ....................................................................................... Kemika 

Formamid ................................................................................ Merck  

Imerziono ulje .......................................................................... Merck  

Krisiodin .................................................................................. SIGMA-ALDRICH 

Kristal violet ............................................................................ SIGMA-ALDRICH 

Metilen plavo ........................................................................... SIGMA-ALDRICH 

Nile Blue .................................................................................. Merck 

Octena kiselina ........................................................................ Merck 

Paraformaldehid ...................................................................... Merck  

Probe FISH .............................................................................. GOREA PLUS 

ProLong Gold antifade mountant ............................................ Biosistemi 

SDS (natrijev dodecil-sulfat) ................................................... Merck 

Tris/HCl ................................................................................... Merck 

NaNO2 ...................................................................................... Merck 
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3.1.3.1. Aparatura za pokuse denitrifikacije  

Pokusi denitrifikacije provedeni su kao diskontinuirani, u laboratorijskim čašama volumena 

800 mL, radnog volumena 600 mL, postavljenim na magnetske miješalice, pri 200 o/min pri 

čemu su osigurani i održavani anoksični uvjeti (Slika 11). 

U laboratorijske čaše postavljene su elektrode za mjerenje koncentracije otopljenog kisika, pH 

i temperature koji su neprekidno motreni u svi pokusima. Pokusi denitrifikacije istraženi su uz 

akceptor elektrona NO2-N ili NO3-N osigurani dodatkom vodene otopine soli NaNO2 ili KNO3 

u odgovarajućoj količini i uz izvor ugljika odnosno donor elektrona natrijev acetat dodan u 

odgovarajućoj količini za ciljani omjer C/N. Za analitičko motrenje tijeka mikrobnih reakcija u 

procesu denitrifikacije u određenim vremenskim intervalima uzimani su uzorci koji su 

profiltrirani i u alikovotu je određivana koncentracija KPK, NO3-N i NO2-N. Određenom 

dinamikom uziman je i uzorak za određivanje koncentracije mikrobne biomase izražene kao 

MLSS. Kakvoća mulja motrena je i mikroskopiranjem, kao i uzimanjem uzoraka za FISH 

analizu. Svi pokusi provedeni su u 3 ponavljanja, a rezultati predstavljaju srednju vrijednost ± 

standardna devijacija. 

 

 

 

Slika 11. Aparatura uporabljena za šaržne pokuse denitrifikacije i istovremene denitrifikacije i 

uklanjanja fosfora pri anoksičnim uvjetima 
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3.1.3.2. Aparatura za pokuse istovremene denitrifikacije i uklanjanja P u anoksičnom 

uvjetu i u anaerobno/aerobno/anoksičnom procesu uz endogenu denitrifikaciju 

Pokusi istovremene denitrifikacije i uklanjanja P u anoksičnom uvjetu provedeni su kao 

diskontinuirani u laboratorijskim čašama volumena 600 mL, radnog volumena 400 mL, 

postavljenim na magnetske miješalice, pri 100 o/min (Slika 11). 

Pokusi u anaerobno/aerobno/anoksičnom procesu uz endogenu denitrifikaciju provedeni su kao 

diskontinuirani, u laboratorijskim čašama volumena 1000 mL radnog volumena 600 mL 

postavljenim na magnetske miješalice, pri 200 o/min za anoksične uvjete i uz prozračivanje 

putem kompresora preko sintera postavljenog pri dnu čaše za aerobne uvjete, a anaerobni uvjeti 

ostvareni su propuhivanjem s dušikom. 

Uzorkovanje je provedeno u određenim vremenskim intervalima i analitički je određivano, 

ovisno o ciljanom pokusu, KPK, NH4-N, NO3-N, NO2-N, PO4-P, PHA i povremeno MLSS. 

 

3.1.3.3. Aparatura za pokuse autotrofne i heterotrofne nitrifikacije, parcijalne 

nitrifikacije i istovremene nitrifikacije i denitrifikacije 

Nitrifikacija (autotrofna i heterotrofna) i parcijalna nitrifikacija (nitritacija), su istražene u 

diskontinuiranim pokusima, u staklenoj boci radnog volumena 1,2 L, u aerobnim uvjetima 

ostvarenim upuhivanjem zraka preko kompresora i filtera za zrak preko difuzora smještenog 

pri dnu boce (Slika 12). Odabirom procesnih čimbenika favoriziran je proces parcijalne 

nitrifikacije (nitritacije), odnosno nitratacije (potpune nitrifikacije), odnosno istovremene 

nitrifikacije i denitrifikacije. Pokusi su provedeni uz stalno motrenje pH, DO i temperature 

očitanjem vrijednosti na zaslonu mjernih aparata određeno putem elektroda za mjerenje pH, 

DO i temperature uronjenih u miješanu tekućinu. Za željenu koncentraciju NH4-N dodana je 

odgovarajuća količina modelne otpadne vode, a za pokuse uz izvor ugljika dodana je određena 

količina natrijeva acetata za željeni omjer C/N. Tijek bioloških procesa motren je uzorkovanjem 

određenom dinamikom te analitičkim određivanjem KPK, NH4-N, NO3-N, NO2-N i ukupnog 

dušika, kao i koncentracija mikrobne biomase izražena kao MLSS. Pokusi su provedeni u 3 

ponavljanja a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± standardna devijacija. 
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Slika 12. Aparatura za pokuse nitrifikacije 

 

3.2. Metode rada 

3.2.1. Prilagodba aktivnog mulja za uklanjanje sastojaka s N 

Prilagodba aktivnog mulja s lokalnog uređaja za biološku obradu otpadnih voda za uklanjanje 

sastojaka s dušikom provedena je u laboratorijskom reaktoru radnog volumena 6 L, 

naizmjeničnim pokusima nitrifikacije u aerobnim uvjetima i denitrifikacije u anoksičnim 

uvjetima. Nitrifikacija je provedena u aerobnim uvjetima pri koncentraciji otopljenog kisika ≥2 

mg/L, ostvareno upuhivanjem zraka iz kompresora kroz filter za zrak i mjerač protoka zraka 

preko difuzora smještenog pri dnu bioreaktora. Nakon završene nitrifikacije isključena je 

aeracija i dodan je izvor ugljika (natrijev acetat) te je uključena mehanička miješalica 

postavljena u reaktor, pri 300 o/min, koja je imala ulogu miješanja miješane tekućine u reaktoru 

i ostvarivanje i održavanje anoksičnih uvjeta (DO≈0,5 mg/L). U reaktor su postavljene kisikova 

i pH elektroda za stalno mjerenje vrijednosti otopljenog kisika, temperature i pH. U određenim 

vremenskim razmacima uzimani su uzorci za analize, te profiltrirani preko filter papira veličine 

pora 0,45 µm, te je određivana aktivnost mikrobne kulture aktivnog mulja za uklanjanje N 

procesima nitrifikacije i denitrifikacije tijekom prilagodbe. 
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Mulj prilagođen za uklanjanje N uporabljen je u šaržnim pokusima denitrifikacije, endogene 

denitrifikacije, autotrofne i heterotrofne nitrifikacije, parcijalne nitrifikacije i istovremene 

nitrifikacije i denitrifikacije. 

U kraćim periodima neprovođenja pokusa miješana tekućina – suspenzija aktivnog mulja i 

modelne otpadne vode, nakon pokusa nitrifikacije, je pospremljena u hladnjak pri 4 °C, te kod 

ponovnog uspostavljanja pokusa spontano temperirana uz prozračivanje. Puna aktivnost je bila 

ponovno uspostavljena nakon cca 7-10 dana pokusa nitrifikacije i denitrifikacije. U periodu 

dugotrajnijeg stajanja kulture u mirovanju pri 4 °C (COVID-om nametnute aktivnosti), kultura 

je pospremljena u hladnjak “pod nitratom” (nakon pokusa nitrifikacije) i uslijed dugog stajanja 

je potamnila (Slika 13), no nakon prilagodbe tijekom 30 dana uspostavljena je puna aktivnost 

mikrobne kulture. 

 

 

Slika 13. Izgled mulja nakon dugotrajnijeg stajanja/pohrane u hladnjaku pri 4 °C 

 

 

3.2.2. Aktivni mulj za pokuse istovremene denitrifikacije i uklanjanje fosfora 

pri anoksičnim uvjetima – umnažanje PAOs/DPAOs 

U SBR reaktoru radnog volumena 3 L, u 24 satnom ciklusu uz cca 12 sati anoksičnih i 12 sati 

aerobnih uvjeta tijekom 6 mjeseci priređen je aktivni mulj za pokuse istovremene denitrifikacije 

i uklanjanja P – obogaćivanje mulja s PAOs/DPAOs. Mulj je tijekom obogaćivanja mulja s 
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PAOs/DPAOs bio izložen uvjetima obilja i gladi, uz natrijev acetat kao izvor ugljika i NO2-

N/NO3-N kao elektron akceptore.  

Sustav SBR je potom prilagođen za rad u 3 ciklusa (8-satni): 3 sata anoksični uvjeti, 4,5 sata 

aerobni uvjeti, 0,5 h taloženje i dekantiranje, tijekom 4 mjeseca.  

Mulj obogaćen PAOs/DPAOs vrstama uporabljen je u šaržnim pokusima istovremene 

denitrifikacije i uklanjanja P pri anoksičnim uvjetima uzet iz roditeljskog reaktora pri 

ustaljenom stanju vođenja procesa. 

 

3.2.3. Aktivni mulj za pokuse u anaerobno/aerobno/anoksičnom režimu uz 

endogenu denitrifikaciju  

Anaerobno/aerobno/anoksični proces uz endogenu denitrifikaciju vođen je u SBR-u radnog 

volumena 3 L, pri dva režima rada (1 h anaerobno, 1 h aerobno, 5 h anoksično, 1 h taloženja i 

dekantiranja i 1 h anaerobno, 2 h aerobno, 4 h anoksično i 1 h taloženja i dekantiranja), tijekom 

8 mjeseci.  

Anaerobni uvjeti osigurani su propuhivanjem s dušikom započeto cca 10 min prije početka 

hranjenja, aerobni uvjeti su osigurani propuhivanjem zraka iz kompresora preko filtera za zrak 

i mjerača protok zraka i difuzora na dnu biorekatora, a anoksični uvjeti isključivanjem aeracije 

i miješanjem sadržaja u reaktoru. 

Mulj priređen u anaerobno/aerobno/anoksičnim režimu vođenja pri ustaljenom stanju vođenja 

procesa uporabljen je u šaržnim pokusima uklanjanja N i P u anaerobno/aerobno/anoksičnom 

procesu uz endogenu denitrifikaciju. 

 

3.2.4. Dizajn pokusa nitrifikacije do NO3-N i parcijalne nitrifikacije do NO2-

N, i pokusa istovremene nitrifikacije i denitrifikacije 

Pokusi autotrofne nitrifikacije, heterotrofne nitrifikacije (istovremene nitrifikacije i 

denitrifikacije) i parcijalne nitrifikacije provedeni su kao šaržni u staklenim bocama radnog 

volumena 1,2 L u koje je dodan aktivni mulj prilagođen za uklanjanje N i modelna otpadna 

voda, te je pri ≥2 mg DO/L vođen pokus nitrifikacije, odnosno pri oko 1 mg DO/L i pH oko 8,0 

pokus nitritacije – parcijalne nitrifikacije, i pri 0,3-0,8 mg DO/L pokusi istovremene 

nitrifikacije i denitrifikacije uz dodatak i izvora ugljika. 

Odabrani pH održavan je dodavanjem 2M NaOH ili 2M HCl.  
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3.2.5. Dizajn pokusa denitrifikacije 

Pokusi denitrifikacije uz vanjski izvor ugljika provedeni su kao šaržni pri anoksičnim uvjetima 

(pri DO ≤ 0,5 mg/L) koji su ostvareni miješanjem suspenzije aktivnog mulja i vodene otopine 

nitrata ili nitrita u laboratorijskim čašama radnog volumena 600 mL postavljenim na magnetske 

miješalice pri 200 o/min. Suspenziji aktivnog mulja ovisno o ciljanom pokusu dodana je 

odgovarajuća količina priređenih vodenih otopina KNO3 ili NaNO2 ovisno o početnoj 

koncentraciji NO2-N i NO3-N i odgovarajuća količina NaC2H3O2 za odabrane početne omjere 

C/N. 

Pokusi endogene denitrifikacije provedeni su kao šaržni, produženjem trajanja anoksičnih 

uvjeta nakon iscrpljivanja dodanog izvora ugljika za denitrifikaciju NOx-N, uz daljnju 

denitrifikaciju NO2-N i/ili NO3-N uz unutarstanične zalihe ugljika.  

Biomasa za pokuse denitrifikacije je prana vodovodnom vodom u 4 ponavljanja da se izbjegne 

eventualni učinak nusprodukata i proizvoda prethodnih pokusa nitrifikacije/denitrifikacije. 

Istraženi su pokusi denitrifikacije NO2-N i NO3-N s ciljem određivanja minimalno potrebnog 

omjera C/N za učinkovitu denitrifikaciju, uloge unutarstaničnih izvora C za denitrifikaciju, kao 

i učinka procesnih čimbenika na aktivnost mikrobne kulture za denitrifikaciju.  

 

3.2.6. Dizajn pokusa istovremene denitrifikacije i uklanjanja P pri anoksičnim 

uvjetima 

Istovremena denitrifikacija i uklanjanje P pri anoksičnim uvjetima, provedeni su kao šaržni s 

aktivnim muljem iz roditeljskog SBR-a u kojem je priređen aktivni mulj obogaćen s 

PAOS/DPAOS vrstama uz NO2-N kao akceptore elektrona, uzet pri ustaljenom stanju vođenja 

reaktora. Pokusi su provedeni u laboratorijskim čašama od 600 mL radnog volumena 400 mL 

pri 100 o/min. U laboratorijske čaše je dodan mulj iz roditeljskog SBR i izvori NO2-N, PO4-P 

i ugljika za ciljane odabrane omjere N/P i C/N, dodavanjem otopina NaNO2, KH2PO4 i 

odvagom natrijeva acetata.  

 

3.2.7. Dizajn pokusa uklanjanja N i P u anaerobno/aerobno/anoksičnom 

pokusu uz endogenu denitrifikaciju 

Pokusi uklanjanja N i P u anaerobno/aerobno/anoksičnom procesu uz endogenu denitrifikaciju 

provedeni su kao diskontinuirani sa aktivnim muljem iz roditeljskog SBR-a vođenog u 

anaerobno/aerobno/anoksičnom režimu, uzetom pri ustaljenom stanju vođenja procesa, pri dva 

režima rada (1 h anaerobno, 1 h aerobno, 5 h anoksično i 1 h anaerobno, 2 h aerobno i 4 h 
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anoksično), u laboratorijskim čašama od 1000 mL radnog volumena 600 mL, pri 200 o/min. U 

laboratorijske čaše dodan je aktivni mulj i na početku anaerobne faze procesa izvor C i NH4-N 

kao modelna otpadna voda. Anaerobni uvjeti osigurani su propuhivanjem s dušikom započeto 

cca 10 min prije dodavanja izvora N i C. Slijedni aerobni uvjeti osigurani su upuhivanjem zraka 

iz kompresora preko sintera postavljenog pri dnu čaše, a slijedni anoksični uvjeti isključivanjem 

aeracije i uključivanjem magnetske miješalice. 

Dinamika mikrobnih promjena motrena je određivanjem KPK, NH4-N, NO3-N, NO2-N, PO4-

P, PHA, i mjerenjem pH, DO i temperature u određenim vremenskim intervalima. 

 

3.3. Analitičke metode 

3.3.1. Određivanje nitrata 

Određivanje nitrata, NO3-N, provedeno je spektrofotometrijski s kivetnim testom Merck 

Spectroquant 1.14773. Metoda se temelji na reakciji nitratnih iona u sumpornoj kiselini s 

derivatom benzojeve kiseline uz nastanak nitro spoja koji je crvene boje i određuje se 

fotometrijski.  

Postupak: U staklenu kivetu doda se 1,5 mL uzorka (prethodno profiltriranog i po potrebi 

razrijeđenog s destiliranom vodom do koncentracijskog raspona metode) i 1 žličicu NO3-1 

reagensa. Kiveta se dobro zatvori i miješa dok se reagens ne otopi u uzorku. Potom se doda 5 

mL koncentrirane sumporne kiseline, dobro zatvori kiveta i pažljivo promiješa. Nakon 10 min 

odvijanja reakcije očita se apsorbancija u fotometru. 

 

3.3.2. Određivanje nitrita  

Određivanje nitrita, NO2-N, provedeno je pomoću Merck Spectroquant 1.14776 seta. Metoda 

se temelji na reakciji nitrita sa sulfanilnom kiselinom uz nastanak diazonijeve soli, koja reagira 

s N-(1-naftil)etilendiamin dihidroklorom i tvori crveno-ljubičastu azo boju. Obojenje se mjeri 

fotometrijski. Metoda je analogna EPA 354.1, US Standardnim metodama 4500-NO2
-B, i EN 

26 777. 

Postupak: U staklenu kivetu otpipetira se 5 mL uzorka (prethodno profiltriranog i po potrebi 

razrijeđenog s destiliranom vodom do koncentracijskog raspona metode) i doda 1 žličicu NO2-

1 reagensa. Kiveta se zatvori i miješa dok se reagens ne otopi u uzorku. Nakon 10 minuta 

reakcijskog vremena izmjeri se apsorbanca na fotometru. 

FA i FNA su računati prema Anthonisenu i sur. [236], jednadžbe {9} i {10} 
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FA kao NH3 (
mg N

L
) =

ukupni amonijak kao N (mg/L)×10pH

e
6344

273+T(°C)+10pH
   {9} 

FNA (
mg

L
) =

⌊NO2
−−N⌋ (

mg

L
)

e
−2300

273+T(℃)×10pH
       {10} 

 

3.3.3. Određivanje amonijakalnog dušika 

Amonijakalni dušik, NH4-N, određivan je metodom po Nessleru i spektrofotometrijski 

primjenom Merck Spectroquant seta. Nesslerov reagens u prisustvu NH4-N daje žuto do žuto 

smeđe obojenje uzorka ovisno o količini prisutnog NH4-N, a intenzitet obojenja se određuje pri 

valnoj duljini 425 nm, te očita vrijednost iz baždarnog dijagrama.  

Baždarni dijagram načinjen je određivanjem apsorbancijskih vrijednosti pri 425 nm za poznate 

koncentracije standardne otopine NH4Cl. 

Postupak: U odmjernu tikvicu od 50 mL stavi se 50 mL filtriranog uzorka, razrijeđenog po 

potrebi, i 2 kapi K-Na-tartarata. Promiješa se, potom doda 1 mL Nesslerovog reagensa i ponovo 

promiješa. Nakon 10 min mjeri se apsorbancija pri 425 nm. 

 

3.3.4. Određivanje ukupnog dušika  

Ukupni dušik, Ntotal, određivan je pomoću Merck Spectroquant 1.14763 seta. Prema Koroleff-

ovoj metodi organski i anorganski dušikovi spojevi u reakciji s oksidirajućim reagensom u 

termoreaktoru prevode su u nitrat. U otopini zakiseljenoj sumpornom i fosfornom kiselinom, 

nitrati reagiraju s 2,6-dimetilfenolom (DMP) i tvore 4-nitro-2,6-dimetilfenol koji se određuje 

fotometrijski. Digestija je analogna normi EN ISO 11905-1, a određivanje nitrata normi ISO 

7890/1. 

Postupak: U praznu kivetu otpipetira se 9 mL destilirane vode i 1 mL prethodno profiltriranog 

i po potrebi razrijeđenog uzoraka te se smjesa promiješa. Doda se 1 žličicu reagensa N-1K i 

promiješa. Potom se doda 6 kapi reagensa N-2K, dobro zatvori kivetu, promućka i sadržaj 

digestira jedan sat pri 120 °C. Nakon digestiranja sadržaj kivete se ohladi na sobnu temperaturu 

te nakon 10 minuta promućka. U reakcijsku kivetu otpipetira se 1 mL ohlađenog digestiranog 

uzorka; pri tome se u slučaju mutnoće ili postojanja taloga koristi bistri supernatant ili filtrat. 

Doda se 1 mL reagensa N-3K, zatvoriti kiveta i sadržaj dobro promućka. Nakon 10 minuta 

reakcijskog vremena očita se apsorbancija na spektrofotometru. 
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3.3.5. Određivanje kemijske potrošnje kisika  

Kemijska potrošnja kisika (KPK) predstavlja količinu oksidansa (kalijeva bikromata: K2Cr2O7) 

potrebnog za oksidaciju organskih sastojaka u vodi. Izražava se u mg O2/L. K2Cr2O7 oksidira 

95-100% prisutnih organskih sastojka, a ne može oksidirati amonijak, pirol i derivate piridina, 

te neke ugljikovodike poput benzena i njegovih homologa. Za potpunu oksidaciju organskih 

spojeva koji se teže oksidiraju, poput octene kiseline, alkohola, aminokiselina, dodaje se 

srebrov sulfat (Ag2SO4) kao katalizator reakcije. Za spriječavanje oksidacije nekih anorganskih 

spojeva, poput klorida, dodaje se živin sulfat (HgSO4). Suvišak K2Cr2O7 preostao nakon 

oksidacije titrira se otopinom feroamonijeva sulfata (FAS: (NH4)2Fe(SO4)2∙6H2O), sukladno 

prikazanoj jednadžbi {11}. 

 

6Fe2+ + Cr2O7
2− + 14H+  →  6Fe3+ + 2Cr3+ + 7H2O   {11} 

 

Zbog nestabilnosti, otopinu FAS-a potrebno je prije upotrebe standardizirati (odrediti faktor) 

standardnom otopinom K2Cr2O7. Faktor otopine (f) je omjer volumena otopine K2Cr2O7 + 

HgSO4 i otopine (NH4)2Fe(SO4)2∙6H2O. Faktor otopine određuje se tako da se u staklenu kivetu 

otpipetira 2 mL destilirane vode i doda 1,2 mL otopine K2Cr2O7 + HgSO4 i 2,8 mL otopine 

Ag2SO4 + H2SO4. Staklena kiveta se pažljivo zatvori, promiješa i stavi na tamno mjesto da se 

ohladi. Uzorak se potom titrira otopinom FAS-a uz dodatak feroin indikatora do pojave smeđe-

crvene boje otopine. Faktor otopine se računa prema jednadžbi {12} gdje je 1,2 volumen 

otopine K2Cr2O7 + HgSO4 (u mL), a VFAS volumen otopine FAS-a (mL) utrošene za titraciju. 

 

f =
1,2

VFAS
         {12} 

 

Postupak: U staklenu kivetu otpipetira se 2 mL uzorka, doda 1,2 mL otopine K2Cr2O7 + HgSO4 

i 2,8 mL otopine Ag2SO4 + H2SO4. Staklenu kivetu se dobro zatvori i promućka sadržaj. Sadržaj 

se digestira u termoreaktoru pri 150 °C sat vremena. Kiveta se potom stavi na tamno mjesto da 

se sadržaj ohladi na sobnu temperaturu. Ohlađeni uzorak titrira se otopinom FAS-a (c = 0,1 M) 

uz feroin kao indikator do promjene boje iz narančasto-smeđe u tirkiznu plavo-zelenu te iz 

tirkizno plavo-zelene u smeđe-crvenu (ponovno vraćanje tirkizne boje nakon kraćeg vremena 

je prihvatljivo).  

Slijepa proba se priprema isto kao uzorak, jedina je razlika što se umjesto 2 mL uzorka dodaje 

2 mL destilirane vode.  
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KPK vrijednost se računa prema jednadžbi {13} gdje je VFAS(SP) volumen FAS-a (mL) utrošen 

za titraciju slijepe probe, VFAS(UZ) volumen FAS-a (mL) utrošen za titraciju uzorka, c 

koncentracija otopine FAS-a (0,1 M), a f gram-ekvivalent za kisik pomnoženo s 1000 

 

KPK [
mgO2

L
] =

(VFAS(SP)−VFAS(UZ))× c × f × 8000

Vuzorka
     {13} 

 

3.3.6. Određivanje MLSS 

Koncentracija mikrobne biomase određivana je gravimetrijskom metodom kao masena 

koncentracija ukupnih suspendiranih čestica u miješanoj tekućini (MLSS). 

Postupak: Poznati volumen uzorka uzet tijekom aeracije (homogeni uzorak suspenzije aktivnog 

mulja) filtrira se preko filtar papira (stakleni filtar, Lab Logistic Group GmbH, Meckenheim, 

Njemačka) poznate mase, te suši pri 105 oC do konstantne mase, hladi, te se odredi masa filtar 

papira i taloga. MLSS se izražava u g/L, a izračunava prema jednadžbi {14} gdje je mom masa 

osušenog aktivnog mulja i filter papira iskazana u gramima, a mf masa filtar papira, također u 

gramima. 

 

MLSS [
g

L
] =

mom−mf

mL uzorka
× 1000   {14} 

 

3.3.7. Određivanje koncentracije fosfata 

Fosfat u obliku ortofosfata (PO4-P) određivan je primjenom Merck Spectroquant 1.14842 seta. 

Metoda se temelji na reakciji iona ortofosfata s amonijevim vanadatom i amonijevim 

heptamolibdatom pri čemu nastaje žuto obojeni kompleks čija koncentracija se određuje 

fotometrijski. Metoda je analogna APHA 4500-P C. 

Postupak: U staklenu kivetu otpipetira se 5 mL profiltriranog i po potrebi s destiliranom vodom 

razrijeđenog uzorka do koncentracijskog raspona metode, te doda 1,2 mL PO4-1 reagensa. 

Kivetu se dobro zatvori, promiješa sadržaj, te se nakon 10 minuta reakcijskog vremena izmjeri 

apsorbancija na fotometru. 

 

3.3.8. Određivanje pH vrijednosti 

Vrijednost pH mjerena je uporabom pH-metra WTW 330i i pH elektrode SenTix41 (WTW, 

Njemačka) , kao i primjenom mjernog aparata Multi Set KS1 (Merck, Njemačka). 
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Tijekom pokusa pH elektroda je bila uronjena u miješanu tekućinu u bioreaktoru. Svakodnevno 

je prije mjerenja pH vrijednosti provođeno umjeravanje elektrode uranjanjem u pufer otopinu 

s pH 4 i 7, prema uputama proizvođača. Nakon završetka mjerenja, elektroda se ispere 

destiliranom vodom te čuva u otopini elektrolita, zasićenoj otopini kalijeva klorida. 

 

3.3.9. Određivanje temperature 

Temperatura je tijekom procesa mjerena pomoću temperaturnog senzora s kisikove elektrode 

(WTW Oxi3210 i DurOx, WTW, Njemačka) i pH elektrode (WTW 330i i SenTix41, WTW 

Njemačka), ili primjenom mjernog aparata Multi Set KS1 (Merck, Njemačka), očitavanjem 

vrijednosti sa zaslona mjernog aparata. 

 

3.3.10. Određivanje koncentracije otopljenog kisika 

Koncentracija otopljenog kisika mjerena je primjenom kisikove elektrode DurOx i mjerača 

otopljenog kisika WTW Oxi3210 (WTW, Njemačka), ili primjenom mjernog aparata Multi Set 

KS1 (Merck, Njemačka). Instrument je prije upotrebe umjeren prema uputama proizvođača. 

Elektroda je tijekom trajanja procesa bila uronjena u miješanu tekućinu u bioreaktoru, a 

vrijednost koncentracije otopljenog kisika kao mg/L ili % zasićenja je prikazana na zaslonu 

mjernog uređaja. 

 

3.3.11. Određivanje polihidroksialkanoata 

Polihidroksialkanoati (PHA) su određivani metodom koji su opisali Oehmen i sur. [200]. 

U staklenu kivetu se doda liofilizirana biomasa (20-30 mg), 2 mL kloroforma i 2 mL otopine 

metanola zakiseljenog s 3% H2SO4, dobro promiješa i digestira pri 100 oC tijekom 20 sati. 

Nakon hlađenja na sobnu temperaturu u kivetu se doda 1 mL MILI-Q vode i sadržaj promiješa. 

Nakon centrifugiranja 1,4 mL organske faze (donja faza) se odvoji u vialicu za GC analizu. 

Analiza se provodi promjenom DB-5 nepolarne kapilarne kolone, uz temperaturu ubrizgavanja 

180 oC, temperaturu kolone 170 oC i temperaturu detekcije plamenom ionizacijom 200 oC. 

 

 

3.4. Mikrobiološke metode 

3.4.1. Fluorescentna in situ hibridizacija 

Molekularna citogenetska tehnika, fluorescentna in situ hibridizacija (FISH), zasniva se na 

hibridizaciji određene genske sekvence i odgovarajućeg niza nukleotida vezanog za 
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fluorescentni marker – probu [212]. FISH metoda može biti direktna i indirektna, prema načinu 

vezivanja fluorescentnog markera. U direktnoj analizi proba je vezana za fluorokrom, dok se u 

indirektnoj analizi nukleotidi probe najprije vezuju za biotin ili digoksigenin, a potom 

vizualiziraju pomoću antitijela na biotin ili digoksigenin vezanih na fluorokrom. Uporabljeno 

je 13 oligunkleotidnih proba označenih fluorescentnim bojama Cianin 3 i Cianin 5, sintetizirane 

prema narudžbi od firme GOREA PLUS (Hrvatska). Oligonukleotidne probe korištene u FISH 

analizi prikazane su u Tablici 6.  

 

Tablica 6. Probe korištene za FISH 

 

 

Uzorci mulja periodično su fiksirani u 4%-tnom paraformaldehidu. Uzorci mulja uzeti su na 

početku/kraju pokusa denitrifikacije te analizirani FISH metodom, za određivanje 

denitrifikanata u ukupnim bakterijama aktivnog mulja. FISH preparati vizualizirani su 

konfokalnom skenirajućom laserskom mikroskopijom (engl. Confocal Laser Scanning 

Microscopy, CLSM). U svim pokusima ciljana molekula je bila 16S rRNA i temperatura 

hibridizacije 46 °C. EUB338, EUB338-II i EUB338-III (EUBmix, označavale su sve bakterije), 

su skupa korištene, Acc-I-444 i Acc-II-444 (DPAOmix, denitrificirajući fosfor akumulirajući 

organizmi), GAOQ431 i GAOQ989 (GAOmix, glikogen akumulirajući organizmi). EUBmix 

Naziv probe Ciljana 

skupina 

Sekvenca (5'-3') Forma

mid % 

Literatura 

Nso190  AOB CGATCCCCTGCTTTTCTCC 55  

[207] NIT3  NOB CCTGTGCTCCATGCTCCG 40 

DEN124  DEN CGACATGGGCGCGTTCCGAT 40 [208] 

PAO462 PAOmix PAOs CCGTCATCTACWCAGGGTATTAAC 35  

 

[209] 

PAO651 CCCTCTGCCAAACTCCAG 35 

PAO846 GTTAGCTACGGCACTAAAAGG 35 

Acc-I-444 DPAOmi

x 

DPAOs CCCAAGCAATTTCTTCCCC 35  

[210] Acc-II-444 CCCGTGCAATTTCTTCCCC 35 

GAOQ431 GAOmix GAOs TCCCCGCCTAAAGGGCTT 35  

[211] GAOQ989 TTCCCCGGATGTCAAGGC 35 

EUB338 EUBmix Sve 

bakterije 

 

GCTGCCTCCCGTAGGAGT 0-50 [212] 

EUB338-II GCAGCCACCCGTAGGTGT 0-50  

[213] EUB338-III GCTGCCACCCGTAGGTGT 0-50 
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probe su bile označene Cianin 5 bojom na 5' kraju, a sve ostale probe Cianin 3 bojom također 

na 5' kraju. 

Postupak:  

(i) Priprema fiksativa (4% paraformaldehid): Zagrijati 65 mL destilirane vode na 60 °C. Dodati 

4 g paraformaldehida. Dodati 1 kap 2 M NaOH. Brzo miješati dok se otopina gotovo ne razbistri 

(1-2 minute). Ukloniti izvor topline. Dodati 3x 33 mL fosfatnog pufera (PBS). Podesiti pH na 

7,2 s HCl. Filtrirati otopinu kroz filtar papir 0,2 μm. Brzo ohladiti na 4 °C i čuvati u hladnjaku.  

(ii) Fiksacija suspenzije mikrobnih stanica 4%-tnim paraformaldehidom: Dodati 3 volumena 

paraformaldehid fiksativa na 1 volumen uzorka. Čuvati 1-3 sata na 4 °C. Peletirati fiksirane 

stanice centrifugiranjem pri 5 000 g, te ukloniti fiksativ. Oprati stanice u PBS i resuspendirati 

stanice u PBS do konačne koncentracije 108-109 stanica/mL. Dodati 1 volumen ledeno hladnog 

etanola na 1 volumen uzorka, promiješati. Fiksirane stanice se potom mogu staviti na stakalca 

ili pohraniti na – 20 °C na nekoliko mjeseci. 

(iii) Imobilizacija fiksiranih mikrobnih stanica na stakalca: Staviti oko 3 μL fiksirane stanične 

suspenzije na stakalce, u promjeru oko 5 mm. Osušiti na zraku. Dehidrirati stanice umakanjem 

u 50, 80 i 98%-tni etanol, po 3 minute u svaki. Nakon toga stakalca se, suha, mogu neograničeno 

čuvati pri sobnoj temperaturi. 

(iv) Hibridizacija: Umočiti list papira Whatman 3MM u hibridizacijski pufer i staviti ga u tubu 

od 50 mL. Tijekom nekoliko minuta izjednačiti tubu na hibridizacijskoj temperaturi (46 °C). 

Za svako mjesto za hibridizaciju izmiješati 8 μL hibridizacijskog pufera i 1 μL fluorescentne 

probe. Staviti tih 9 μL mješavine hibridizacijskog pufera i probe na svako mjesto fiksiranih 

stanica. Brzo staviti stakalce u prethodno ugrijanu vlažnu tubu i hibridizirati 2 sata pri 46 °C. 

Ukloniti stakalce iz vlažne tube i odmah prekinuti hibridizaciju tako što se ispiru probe sa 

stakala sa hibridizacijskim puferom prethodno ugrijanim na temperaturu hibridizacije. Potom 

staviti stakalce u tubu koja je napunjena sa 50 mL hibridizacijskog pufera i inkubirati 20 minuta 

pri hibridizacijskoj temperaturi. Ukloniti soli kratkim umakanjem stakalca u destiliranu vodu. 

Otresti višak vode i osušiti na zraku. Staviti 1 kapljicu sredstva koje služi kao nosač 

(„mountant“) na preparat i preko toga pokrovnicu. Ostaviti pri sobnoj temperaturi na suhoj 

ravnoj površini 24 sata u mraku. 

 

3.4.2. Metoda bojanja po Neisseru – određivanje poliP [214] 

Na čisto i odmašćeno predmetno stakalce (provlačenje predmetnice kroz plamen) stavi se 

kapljica aktivnog mulja i preparat se ostavi da se osuši pri sobnoj temperaturi. Osušeni razmaz 
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se fiksira provlačenjem predmetnice tri puta kroz plamen. Na fiksirani razmaz nanese se svježe 

pripremljena mješavina 2 dijela otopine A i 1 dio otopine B kroz 10-15 sekundi (Tablica 7). 

Zatim se pusti da višak boje oteče sa stakalca. Nakon toga nanese se otopina C na 45 sekundi 

te ispere vodom (Tablica 7). Stakalce se ostavi da se osuši i gleda pod svjetlosnim 

mikroskopom.  

Nakupljeni poliP vide se kao tamno-ljubičasto obojana volutinska zrnca unutar bakterijske 

stanice.  

 

Tablica 7. Reagensi uporabljeni za metodu bojanja po Neisseru 

Otopina A 

Metilen plavo ............................................................................................... 0,1 g 

Etanol 96% ................................................................................................... 5,0 mL 

Octena kiselina (glaciale) ............................................................................. 5,0 mL 

Destilirana voda ........................................................................................... 100,0 mL 

Otopina B 

Kristal-violet (10% u 96%-tnom etanolu) .............................................................  3,3 mL 

Etanol 96% ................................................................................................... 6,7 mL  

Destilirana voda ........................................................................................... 100,0 mL 

Nakon pripreme pomiješati dva dijela otopine A i jedan dio otopine B 

Otopina C 

Krisoidin Y (1% vodena otopina) ................................................................ 33,3 mL 

Destilirana voda ........................................................................................... 100,0 mL  

 

3.5. Statistička obrada  

Rezultati su prikazani kao aritmetička sredina (𝑥̅) ± standardna devijacija (𝜎), izračunati prema 

jednadžbama {15} i {16} pri čemu je n ukupan broj mjerenja, a xi pojedinačne vrijednosti 

mjerenja. 

 

𝑥̅ =  
∑ 𝑥𝑖
𝑛
𝑖=1

𝑛
        {15} 

 

𝜎 = √
∑ (𝑥𝑖
𝑛
𝑖=1 − 𝑥̅)2

(𝑛−1)
       {16} 
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3.6. Izračuni 

 

Brzina uklanjanja organskih sastojaka (KPK), spojeva s N i P je računata na način da je od 

početne vrijednosti oduzeta konačna vrijednost motrenog pokataelja kakvoće mikrobnog 

procesa i podijeljena s vremenom trajanja procesa. Izražava se u mg/h.  

 

Specifična brzina odabranog motrenog pokazatelja kakvoće mikrobnog procesa je određena na 

način da je brzina uklanjanja odabranog pokazatelja kakvoće podijeljena s koncentracijom 

MLSS. Izražava se u mg/gh. 

 

Učinkovitost uklanjanja odabranog pokazatelja kakvoće ciljanog mikrobnog procesa se 

određuje na način da se od početne koncentracije oduzme konačna koncentracija odabranog 

pokazatelja kakvoće te pomnoži sa 100. Izražava se u %. 
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4. REZULTATI 

4.1. Mikrobni procesi u funkciji uklanjanja dušika  

Denitrifikacija na sustavima za obradu otpadnih voda uobičajeno čini dio sustava uklanjanja N 

koji se postiže kombinacijom procesa nitrifikacije i denitrifikacije [2,3]. Izazovi u uklanjanju 

dušika su obrada otpadnih voda niskog omjera C/N, posebice kad je cilj ukloniti i N i P iz 

otpadne vode, pa se istražuje i poboljšava proces istovremene denitrifikacije i uklanjanja P – 

proces denitrificirajuće defosfatacije, odabirom povoljne konfiguracije procesa kroz probir 

procesnih čimbenika s ciljem postizanja učinkovite obrade i što manjih troškova. 

Obrada otpadne vode je dinamičan proces, ovisi o nizu čimbenika, poput: sastav i koncentracija 

funkcionalnih organizama za ciljane biološke procese, sastav-kakvoća otpadne vode – 

koncentracija organskih i anorganskih sastojaka, koncentracija otopljenog kisika, pH, omjer 

C/N, HRT i dr. [2,3]. 

Za postizanje ciljeva disertacije – analiziranje aktivnosti mikrobnih vrsta za denitrifikaciju u 

ovisnosti o procesnim čimbenicima – provedeni su pokusi u kojima je istražena aktivnost 

aktivnog mulja prilagođenog za uklanjanje N određivanjem brzine i učinkovitosti kao i 

zastupljenosti funkcionalnih organizama za ciljane procese:  

(i) nitrifikacije  

(ii) denitrifikacije 

(iii) parcijalne nitrifikacije i denitrifikacije 

(iv) istovremene nitrifikacije i denitrifikacije – heterotrofne nitrifikacije i aerobne 

denitrifikacije 

(v) istovremene denitrifikacije i uklanjanja P procesom denitrificirajuće defosfatacije 

preko NO2-N, pri anoksičnim uvjetima  

(vi) istovremene denitrifikacije i uklanjanja P u anaerobno/aerobno/anoksičnom procesu 

uz endogenu denitrifikaciju 

(vii) endogene denitrifikacije 

 

4.2. Aktivnost aktivnog mulja prilagođenog za uklanjanje N procesom 

nitrifikacije 

Biološko uklanjanje dušika (BNR) na sustavu za obradu otpadnih voda postiže se 

kombinacijom procesa: (i) nitrifikacije otpadne vode u aerobnim uvjetima pri čemu se prevodi 

NH4-N u NO2-N i/ili NO3-N, i (ii) denitrifikacije u anoksičnim uvjetima uz donore elektrona 
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(organski ugljik) pri čemu se zbiva redukcija dušikovih oksida (NO2-N i NO3-N) do plinovitog 

dušika (N2). 

Potreba za provođenjem nitrifikacije otpadne vode proizlazi iz zabrinutosti za kvalitetu voda s 

obzirom na: (i) učinak amonijaka na prijemne vode s obzirom na koncentraciju otopljenog 

kisika i toksičnosti za ribe, (ii) potrebe za uklanjanjem dušika radi kontrole eutrofikacije, (iii) 

potrebe za osiguravanjem kontrole dušika zbog primjene ponovne uporabe vode, uključujući i 

obnavljanje zaliha podzemne vode [2,3].  

U provedbi disertacije pokusi nitrifikacije provedeni su s ciljem da se istraži učinak odabranih 

procesnih čimbenika na učinkovitost i brzinu nitritacije (prevođenje NH4-N do NO2-N) i/ili 

nitratacije (prevođenje NO2-N do NO3-N). 

Primjenom FISH metode u mulju aklimatiziranom za uklanjanje N u procesu nitrifikacije 

dokazano je prisustvo nitrificirajućih vrsta, amonijak oksidirajućih (AOB) i nitrit oksidirajućih 

bakterija (NOB). Nitrifikacija je istražena u ovisnosti o koncentraciji NH4-N, koncentraciji 

mikrobne biomase, koncentraciji otopljenog kisika (DO), koncentraciji organskih sastojaka i 

pH vrijednosti. 

 

4.2.1. Autotrofna nitrifikacija u ovisnosti o koncentraciji NH4-N, koncentraciji 

mikrobne biomase i pH 

Rezultati pokusa autotrofne nitrifikacije u ovisnosti o početnoj koncentraciji NH4-N, početnoj 

koncentraciji mikrobne biomase i pri odabranoj vrijednosti pH 7,2±0,2 i DO≥2 mg/L, pri 

ambijenatnim uvjetima temperature (23±1 °C) prikazani su u Tablici 8, a pri odabranoj 

vrijednosti pH 8,0±0,1 i DO≥2 mg/L, pri ambijenatnim uvjetima temperature (22±1 °C) u 

Tablici 9. 

Vrijednosti pH 7,2-8,0 kao i koncentracija otopljenog kisika 2-3 mg DO/L i temperatura 25-30 

°C u literaturi se navode kao povoljni (optimalni) za proces nitrifikacije [2,3,43]. Tijekom 

nitrifikacije postoji potreba za korekcijom pH budući se snižava pH vrijednost, pa su u 

pokusima odabrane vrijednosti pH 7,2±0,2 i pH 8,0±0,1, a koje ne inhibiraju i ne usporavaju 

proces nitrifikacije, samo je veća ili manja potreba/potrošnja na kemikaliji za korekciju pH. 

 

 

 

 



53 
 

Tablica 8. Brzina oksidacije NH4-N, brzina nitrifikacije i specifična brzina nitrifikacije do 500 

mg NH4-N/L pri pH 7,2±0,2, DO≥2 mg/L i ambijentalnoj temperaturi 23±1 oC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rezultati autotrofne nitrifikacije pri pH 7,2±0,2 i DO≥2 mg/L pokazuju da se s povećanjem 

početne koncentracije NH4-N povećava brzina oksidacije NH4-N i brzina nitrifikacije, za 

istražene početne količine mikrobne biomase. Također, nitrifikacija s povećanjem 

koncentracije NH4-N rezultira u konačnici većim koncentracijama nakupljenih NO2-N i NO3-

N u točki oksidacije NH4-N. Povećanje koncentracije mikrobne biomase ima pozitivni učinak 

i na brzinu oksidacije NH4-N i na brzinu nitrifikacije (Tablica 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

NH4-N 

[mg/L] 

NO2-N 

[mg/L] 

NO3-N 

[mg/L] 

MLSS 

[g/L] 

rNH4-Noksid. 

[mg NH4-

N/Lh]  

rNI 

[mg N/Lh] 

spec rNI 

[mg N 

/gMLSSh] 

 

100±5 

 

 

<1 

 

≤3 

1,5±0,3 17,9±0,5 10,4±0,9 6,9±0,7 

2,8±0,2 30,4±0,4 15,2±0,5 5,4±0,4 

4,2±0,2 38,4±1,1 21,7±0,4 5,2±0,2 

 

200±9 

 

 

<1 

 

≤3 

1,5±0,3 20,7±0,4 15,5±0,2 10,3±0,2 

2,8±0,2 30,5±0,8 18,3±0,5 6,5±0,3 

4,2±0,2 41,7±1,0 25,6±0,4 6,1±0,2 

 

300±11 

 

 

<1 

 

≤3 

1,5±0,3 21,9±0,9 17,4±0,7 11,6±0,5 

2,8±0,2 32,4±0,4 23,9±0,3 8,5±0,3 

4,2±0,2 44,1±0,5 27,7±0,4 6,6±0,4 

 

400±7 

 

 

<1 

 

≤3 

1,5±0,3 25,4±0,6 19,4±0,3 12,9±0,2 

2,8±0,2 33,5±1,0 26,2±0,2 9,3±0,3 

4,2±0,2 49,8±0,4 30,7±0,6 7,3±0,5 

 

500±14 

 

 

<1 

 

≤3 

1,5±0,3 31±0,3 22,6±0,7 15,1±0,4 

2,8±0,2 38,5±0,6 27,9±0,6 9,9±0,5 

4,2±0,2 54,2±0,7 32,9±0,9 7,8±0,4 
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Tablica 9. Brzina oksidacije NH4-N, brzina nitrifikacije i specifična brzina nitrifikacije do 500 

mg NH4-N/L pri pH 8,0±0,1, DO≥2 mg/L i ambijentalnoj temperaturi 22±1 °C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Autotrofna nitrifikacija pri pH 8,0±0,1 (Tablica 8) s povećanjem početne koncentracije NH4-N 

također rezultira povećanjem i brzine oksidacije NH4-N i brzine nitrifikacije, pri DO≥2 mg/L, 

za svaku istraženu početnu količinu mikrobne biomase, poput rezultata pri pH 7,2±0,2 (Tablica 

8). Također, s povećanjem količine mikrobne biomase povećava se brzina oksidacija NH4-N i 

brzina nitrifikacije (Tablica 9). 

Učinak pH na autotrofnu nitrifikaciju (Tablice 8 i 9) se prepoznaje kao čimbenik koji utječe na 

brzinu procesa i oksidacije NH4-N i nitrifikacije, kao i na nakupljenu količinu NO2-N i NO3-N 

na kraju procesa oksidacije NH4-N. Viša vrijednost pH, pH 8,0±0,1, u usporedbi s pH 7,2±0,2 

ide u prilog većeg nakupljanja NO2-N i bržeg procesa oksidacije NH4-N (Tablice 8 i 9). 

Uobičajene promjene motrenih pokazatelja kakvoće ciljanog biološkog procesa autotrofne 

nitrifikacije pri pH 7,2±0,2 i DO≥2 mg/L prikazane su za odabrani pokus 200±9 mg NH4-N/L, 

s 1,5 g MLSS/L (Slika 14). 

NH4-N 

[mg/L] 

NO2-N 

[mg/L] 

NO3-N 

[mg/L] 

MLSS 

[g/L] 

rNH4-Noksid. 

[mg NH4-N 

/Lh]  

rNI 

[mg N/Lh] 

spec rNI 

[mg N 

/gMLSSh] 

 

100±7 

 

 

<1 

 

≤3 

1,4±0,2 18,8±0,2 11,5±0,4 8,2±0,3 

2,6±0,3 30,9±0,8 20,0±0,5 7,7±0,4 

3,9±0,3 42,1±1,0 29,4±0,7 7,54±0,5 

 

200±13 

 

 

<1 

 

≤3 

1,4±0,2 19,8±1,1 17,2±0,4 12,3±0,2 

2,6±0,3 30,7±1,0 23,8±0,8 8,8±0,6 

3,9±0,3 44,2±1,0 33,3±0,6 8,5±0,5 

 

300±6 

 

 

<1 

 

≤3 

1,4±0,2 23,6±0,6 20,4±0,4 14,6±0,4 

2,6±0,3 33,5±0,6 29,4±0,5 11,3±0,5 

3,9±0,3 47,9±0,5 36,1±0,3 9,3±0,1 

 

400±8 

 

 

<1 

 

≤3 

1,4±0,2 27,4±1,0 22,5±0,7 16,1±0,4 

2,6±0,3 36,0±0,7 30,0±0,5 11,5±0,5 

3,9±0,3 53,1±0,8 38,0±0,6 9,7±0,4 

 

500±9 

 

 

<1 

 

≤3 

1,4±0,2 32,8±0,2 25,0±0,2 17,9±0,2 

2,6±0,3 39,6±0,5 30,3±0,3 11,7±0,1 

3,9±0,3 59,9±0,6 40,7±0,4 10,4±0,3 
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Slika 14. Varijacije NH4-N, NO2-N, NO3-N, NH3-N, HNO2-N, DO, pH i temperature tijekom 

autotrofne nitrifikacije 200±9 mg NH4-N/L, pri pH 7,2±0,2 i DO≥2 mg/L 

 

 

Tijekom autotrofne nitrifikacije (Slika 14) mogu se opaziti uobičajene promjene u profilu DO 

kao točka povećanja vrijednosti DO koja korelira s točkom potpune oksidacije NH4-N i u 

krivulji NO2-N se prepoznaje kao točka najveće vrijednosti NO2-N. 
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4.3. Parcijalna nitrifikacija 

Pokusi parcijalne nitrifikacije provedeni su s ciljem da se istraži aktivnost mikrobne kulture za 

nitritaciju, oksidaciju NH4-N do NO2-N (prvi korak nitrifikacije) pri odabranim procesnim 

čimbenicima pH 8,0 i DO < 1 mg/L, povoljnim za proces nitritacije [2]. Nitritacija doprinosi 

uštedom u procesu uklanjanja N, do 25% je manja potreba za energijom za opskrbu otopljenim 

kisikom jer je izostavljen drugi korak nitrifikacije – nitratacija, i do 40% za manjom potrebom 

za dodani izvor ugljika – donorima elektrona u procesu denitrifikacije jer je izostavljen korak 

redukcije NO3-N do NO2-N. 

Brzina nitrifikacije raste s povećanjem koncentracije DO do 3-4 mg/L. Značajno je brzina 

nitrifikacije inhibirana pri DO<0,5 mg/L, pri čemu se provodi parcijalna nitrifikacija, nitritacija, 

odnosno prevođenje NH4-N do NO2-N. U rasponu pH 7,0-7,2 ostvaruje se dobra brzina 

nitrifikacije dok je optimalna pH u rasponu pH 7,5-8,0 [2]. Nepovoljni učinak na nitrifikaciju 

imaju neionizirani amonijak (NH3) ili slobodni amonijak i neionizirana dušična kiselina 

(HNO2) koji inhibiraju nitrifikaciju, a učinak inhibicije ovisi o temperaturi i pH [43]. 

Parcijalna nitrifikacija istražena je pri početnih 30±1 mg NH4-N/L, 50±3 mg NH4-N/L i 100±5 

mg NH4-N/L pri pH 8,0±0,1, koncentraciji otopljenog kisika 0,8-1,0 mg DO/L i koncentraciji 

mikrobne biomase 1,5±0,1 g MLSS/L (Tablice 10, 11 i 12) i 3,0±0,1 g MLSS/L (Tablice 13, 

14 i 15). 

 

 

Tablica 10. Varijacije NH4-N, FA, NO3-N, NO2-N, FNA, pH, DO i temperature pri parcijalnoj 

nitrifikaciji 30,0±1,0 mg NH4-N/L s 1,5±0,1 g MLSS/L 

t 

h 

NH4-N 

mg/L 

FA  

mg/L 

NO3-N 

mg/L 

NO2-N 

mg/L 

FNA 

mg/L 

pH T 
oC 

DO 

mg/L 

0 30,0±1,0 0,9±0,1 0,2±0,1 0,3±0,3 9,2∙10–6±4∙10–7 8,0±0,1 22,0±0,1 0,9±0,1 

0,5 22,2±1,6 0,7±0,3 2,8±0,9 3,8±1,4 1,0∙10–4±4∙10–5 8,0±0,1 22,0±0,1 0,9±0,1 

1 17,9±1,4 0,7±0,2 3,1±1,5 6,3±1,7 2,0∙10–4±3∙10–5 8,0±0,1 22,0±0,1 0,9±0,1 

1,5 11,6±0,7 0,4±0,1 6,6±2,4 12,3±1,9 3,0∙10–4±2∙10–5 8,0±0,1 22,0±0,1 0,9±0,1 

2 5,1±0,6 0,2±0,1 8,3±1,4 15,1±0,5 5,0∙10–4±6∙10–5 8,0±0,1 22,0±0,1 0,9±0,1 

2,5 0 0 10,4±0,6 20,3±0,6 4,0∙10–4±2∙10–5 8,0±0,1 20,0±0,1 0,9±0,1 
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Tablica 11. Varijacije NH4-N, FA, NO3-N, NO2-N, FNA, pH, DO i temperature pri parcijalnoj 

nitrifikaciji 50,0±3,0 mg NH4-N/L s 1,5±0,1 g MLSS/L 

t 

h 

NH4-N 

mg/L 

FA  

mg/L 

NO3-N 

mg/L 

NO2-N 

mg/L 

FNA 

mg/L 

pH T 
oC 

DO 

mg/L 

0 50,0±3,0 2,0±0,4 0,1±0,1 0,1±0,1 2,4∙10–6±6∙10–7 8,0±0,1 22,2±0,2 0,9±0,1 

0,5 44,7±3,6 1,7±0,4 1,1±0,7 3,8±1,4 9,2∙10–5±4∙10–6 8,0±0,1 22,2±0,2 0,9±0,1 

1 38,3±3,1 1,5±0,3 2,2±1,3 7,2±2,5 2,0∙10–4±2∙10–5 8,0±0,1 22,2±0,2 0,9±0,1 

1,5 29,6±2,7 0,9±0,2 7,0±2,6 12,3±3,8 4,0∙10–4±3∙10–5 8,0±0,1 22,2±0,2 0,9±0,1 

2 24,8±2,2 0,9±0,2 8,0±3,3 14,3±3,2 3,0∙10–4±4∙10–5 8,0±0,1 22,2±0,2 0,9±0,1 

2,5 16,3±1,8 0,8±0,1 10,4±2,9 20,3±2,6 4,0∙10–4±2∙10–5 8,0±0,1 22,2±0,2 0,9±0,1 

3 10,7±0,7 0,4±0,1 11,2±2,1 25,4±2,1 6,0∙10–4±1∙10–5 8,0±0,1 22,3±0,2 0,9±0,1 

3,5 2,9±0,5 0,1±0,03 12,4±1,4 29,1±1,3 9,0∙10–4±1∙10–4 8,0±0,1 22,3±0,2 0,9±0,1 

4 0 0 14,2±0,8 32,9±0,9 9,0∙10–4±6∙10–4 8,0±0,1 22,3±0,2 0,9±0,1 

 

 

 

Tablica 12. Varijacije NH4-N, FA, NO3-N, NO2-N, FNA, pH, DO i temperature pri parcijalnoj 

nitrifikaciji 100,0±5,0 mg NH4-N/L s 1,5±0,1 g MLSS/L 

t 

h 

NH4-N 

mg/L 

FA  

mg/L 

NO3-N 

mg/L 

NO2-N 

mg/L 

FNA 

mg/L 

pH T 
oC 

DO 

mg/L 

0 100,0±5,0 5,1±0,3 0,6±0,3 0,4±0,1 7,7∙10–6±7∙10–7 8,0±0,1 22,3±0,1 0,9±0,1 

0,5 93,2±2,6 2,9±0,7 2,6±0,9 6,3±0,8 2,0∙10–4±6∙10–5 8,0±0,1 22,3±0,1 0,9±0,1 

1 85,8±3,8 2,7±0,9 5,3±2,8 12,3±0,9 4,0∙10–4±1∙10–4 8,0±0,1 22,3±0,1 0,9±0,1 

1,5 77,1±3,1 2,9±0,6 7,0±3,2 18,8±1,4 5,0∙10–4±5∙10–5 8,0±0,1 22,3±0,1 0,9±0,1 

2 67,6±2,9 3,3±0,8 10,8±2,7 24,8±2,6 5,0∙10–4±9∙10–5 8,0±0,1 22,4±0,1 0,9±0,1 

2,5 58,3±2,1 2,3±0,8 12,5±3,1 30,9±3,7 7,0∙10–4±2∙10–4 8,0±0,1 22,4±0,1 0,9±0,1 

3 47,7±1,4 1,5±0,6 15,4±2,5 36,4±3,5 1,0∙10–3±6∙10–4 8,0±0,1 22,4±0,1 0,9±0,1 

3,5 36,4±1,7 1,4±0,4 17,7±2,7 42,1±3,1 1,0∙10–3±7∙10–4 8,0±0,1 22,4±0,1 0,9±0,1 

4 28,3±1,3 0,9±0,3 20,6±2,2 48,7±2,8 1,0∙10–3±5∙10–4 8,0±0,1 22,4±0,1 0,9±0,1 

4,5 25,8±0,8 1,3±0,3 22,8±1,6 54,1±2,3 1,0∙10–3±3∙10–4 8,0±0,1 22,4±0,1 0,9±0,1 

5 8,1±0,4 0,3±0,1 26,9±1,2 60,3±1,4 1,0∙10–3±4∙10–4 8,0±0,1 22,5±0,1 0,9±0,1 

5,5 0 0 28,2±0,5 66,1±0,8 1,0∙10–3±4∙10–4 8,0±0,1 22,5±0,1 0,9±0,1 

 

 

 

 

 

 

 



58 
 

Tablica 13. Varijacije NH4-N, FA, NO3-N, NO2-N, FNA, pH, DO i temperature pri parcijalnoj 

nitrifikaciji 30,0±1,0 mg NH4-N/L s 3,0±0,1 g MLSS/L 

t 

h 

NH4-N 

mg/L 

FA  

mg/L 

NO3-N 

mg/L 

NO2-N 

mg/L 

FNA 

mg/L 

pH T 
oC 

DO 

mg/L 

0 30,0±1 1,4±0,2 0,7±0,3 0,6±0,4 1,4∙10–5±4∙10–6 8,0±0,1 23,1±0,1 0,9±0,1 

0,5 21,7±2,1 1,0±0,3 3,2±0,8 4,1±1,8 9,7∙10–5±6∙10–6 8,0±0,1 23,1±0,1 0,9±0,1 

1 12,2±1,6 0,7±0,1 5,0±1,1 10,5±2,7 2,0∙10–4±6∙10–5 8,0±0,1 23,1±0,1 0,9±0,1 

1,5 1,2±0,7 0,05±0,01 8,4±1,0 17,7±2,4 5,0∙10–4±4∙10–5 8,0±0,1 23,1±0,1 0,9±0,1 

2 0 0 9,7±0,7 18,7±0,9 4,0∙10–4±7∙10–5 8,0±0,1 23,2±0,1 0,9±0,1 

 

 

Tablica 14. Varijacije NH4-N, FA, NO3-N, NO2-N, FNA, pH, DO i temperature pri parcijalnoj 

nitrifikaciji 50±3 mg NH4-N/L s 3,0±0,1 g MLSS/L 

t 

h 

NH4-N 

mg/L 

FA  

mg/L 

NO3-N 

mg/L 

NO2-N 

mg/L 

FNA 

mg/L 

pH T 
oC 

DO 

mg/L 

0 50,0±3,0 1,9±0,4 0,3±0,2 0,4±0,3 1,2∙10–5±6∙10–6 8,0±0,1 23,1±0,1 0,9±0,1 

0,5 40,6±2,0 2,4±0,6 3,8±0,9 6,1±2,1 1,0∙10–4±9∙10–6 8,0±0,1 23,1±0,1 0,9±0,1 

1 27,9±2,3 1,1±0,8 7,1±1,2 15,7±3,1 5,0∙10–4±7∙10–5 8,0±0,1 23,1±0,1 0,9±0,1 

1,5 13,2±2,1 0,8±0,3 9,4±1,8 23,7±2,8 4,0∙10–4±4∙10–5 8,0±0,1 23,1±0,1 0,9±0,1 

2 0,4±0,3 0,1±0,1 12,9±1,6 34,0±2,5 8,0∙10–4±9∙10–5 8,0±0,1 23,1±0,1 0,9±0,1 

2,5 0 0,4±0,2 13,1±1,6 34,6±2,5 1,0∙10–3±5∙10–5 8,0±0,1 23,2±0,1 0,9±0,1 

 

 

Tablica 15. Varijacije NH4-N, FA, NO3-N, NO2-N, FNA, pH, DO i temperature pri parcijalnoj 

nitrifikaciji 100,0±5,0 mg NH4-N/L s 3,0±0,1 g MLSS/L 

t 

h 

NH4-N 

mg/L 

FA 

mg/L 

NO3-N 

mg/L 

NO2-N 

mg/L 

FNA 

mg/L 

pH T 
oC 

DO 

mg/L 

0 100,0±5,0 4,8±1,2 0,7±0,1 0,9±0,1 2,1∙10–5±1∙10–6 8,0±0,1 23,0±0,1 0,9±0,1 

0,5 82,3±1,5 3,9±0,9 3,2±0,4 13,6±0,3 3,0∙10–4±2∙10–5 8,0±0,1 23,0±0,1 0,9±0,1 

1 64,7±2,2 3,8±0,7 10,3±1,1 23,5±1,7 4,0∙10–4±2∙10–5 8,0±0,1 23,0±0,1 0,9±0,1 

1,5 41,9±3,0 2,4±0,5 17,9±2,1 35,3±2,6 7,0∙10–4±1∙10–5 8,0±0,1 23,0±0,1 0,9±0,1 

2 20,0±2,7 0,9±0,4 22,2±3,5 52,1±1,9 1,0∙10–3±3∙10–5 8,0±0,1 23,0±0,1 0,9±0,1 

2,5 2,8±1,1 0,1±0,4 26,5±2,7 66,8±2,1 2,0∙10–3±4∙10–4 8,0±0,1 23,0±0,1 0,9±0,1 

3 0 0 27,8±3,1 67,3±2,2 2,0∙10–3±3∙10–4 8,0±0,1 23,0±0,1 0,9±0,1 

 

 

Rezultati parcijalne nitrifikacije (Tablice 10-15) pokazuju aktivnost AOB kroz mikrobne 

reakcije usmjerene u produkciju NO2-N, s ostvarenim različitim brzinama nitrifikacije (Tablica 

16).  
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Tablica 16. Brzine uklanjanja NH4-N – brzine nitrifikacije (rNH4-N) i akumulacije NO2-N 

(rNO2-N) i NO3-N (rNO3-N) tijekom parcijalne nitrifikacije 30±1 mg NH4-N/L, 50±3 mg NH4-

N/L i 100±5 mg NH4-N/L pri 0,8-1,0 mg DO/L s 1,5±0,1 g MLSS/L i 3,0±0,1 g MLSS/L 

mg 

NH4-

N/L 

g 

MLSS/L 

rNI 

mgNH4- 

N/Lh 

rNO3-N 

mgNO3-

N/Lh 

rNO2-N 

mgNO2-

N/Lh 

nakupljeno

NO3-N 

% 

nakupljeno

NO2-N 

% 

N gub. 

% 

30±1 1,5±0,1 12,4±0,3 4,1±0,2 8,0±0,7 32,8±2,4 64,3±3,3 2,3±0,1 

50±3 1,5±0,1 13,1±0,5 3,5±0,1 8,2±0,5 26,9±1,7 62,7±2,6 10,3±0,4 

100±5 1,5±0,1 20,9±0,4 5,0±0,3 11,9±0,8 26,3±2,1 62,7±3,8 10,7±0,6 

30±1 3,0±0,1 19,6±0,2 5,1±0,4 11,4±0,6 26,2±2,3 58,2±2,9 15,6±0,5 

50±3 3,0±0,1 24,8±0,4 6,3±0,2 16,8±0,7 25,4±1,9 67,7±2,8 6,9±0,7 

100±5 3,0±0,1 34,3±0,3 9,0±0,4 26,3±1,1 26,3±2,2 64,5±3,8 9,1±0,4 

 

 

S povećanjem početne koncentracije NH4-N povećava se brzina oksidacije NH4-N i prevođenje 

u NO2-N, pri obje odabrane početne koncentracije mikrobne biomase (Tablica 16). Veća 

količina mikrobne biomase korelira s povećanjem brzine nitrifikacije s povećanjem početne 

koncentracije NH4-N. 

 

4.4. Istovremena nitrifikacija i denitirifkacija 

Istovremena nitrifikacija i denitrifikacija (SND), proces poznat pod nazivom aerobna 

denitrifikacija kao i heterotrofna nitrifikacija i aerobna denitrifikacija ima veliki potencijal u 

obradi otpadnih voda niskog omjera C/N, a bazira se na strategiji izvedbe istovremene 

nitrifikacije i denitrifikacije pri aerobnim i heterotrofnim uvjetima. Nekoliko biokemijskih 

procesa zbiva se istovremeno u procesu heterotrofne nitrifikacije i aerobne denitrifikacije 

(HNAD), istovremeno se uklanjaju N i organski sastojci (KPK) pri aerobnim uvjetima [63,215]. 

U usporedbi s konvencionalnim biološkim procesom uklanjanja N, proces HNAD ima nekoliko 

prednosti, poput: (i) u aerobnim uvjetima provođenje uklanjanja N i organskih sastojaka, (ii) 

alkalnost potrošena tijekom nitirifikacije može se nadoknaditi denitrifikacijom koja se zbiva 

istovremeno, (iii) mogu se ostvariti uštede na prostoru i vremenu, i (iv) može se smanjiti 

potrošnja energije i emisija C. U procesu HNAD se većina N ukloni putem stanične asimilacije 

i nitrifikacije/denitrifikacije, a vrlo mala količina N se emitira putem NO i N2O. Heterotrofna 

nitrifikacija – oksidacija bilo kojeg reduciranog oblika dušika u više oksidirani oblik [216,217], 

znatno je sporiji proces od autotrofne nitrifikacije, zahtijeva utrošak energije i nema značajnog 

doprinosa u procesima nitrifikacije [218]. 
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Rezultati heterotrofne nitrifikacije 40±5 mg NH4-N/L i 80±2 mg NH4-N/L, uz organske 

sastojke pri omjeru KPK/N 10 i 20 (koji odgovaraju omjeru C/N ~5 i ~10), s 2,5±0,2 g MLSS/L, 

pri nekontroliranom pH i ambijentalnim uvjetima temperature, prikazani su u Tablicama 17, 

18, 19 i 20, a te odabrane i istražene vrijednosti organskih sastojaka i NH4-N uobičajeno 

karakteriziraju otpadnu vodu grada iz razdjelnog i mješovitog sustava kanalizacije.  

Tim pokusima istražen je učinak organskih sastojaka na brzinu procesa nitrifikacije, odnosno 

kompetitivnost nitrifikanata i uobičajenih heterotrofa (OHOs) za otopljeni kisik, kao i 

kompetitivnost OHOs i denitrificirajućih organizama za raspoloživi organski ugljik za rast i 

aktivnost mikrobne biomase kao i proces denitrifikacije. 

 

Tablica 17. KPK, NH4-N, NH3-N, NO2-N, NH3-N, tijekom heterotrofne nitrifikacije 40±5 mg 

NH4-N/L, pri KPK/N 10, u aerobnim uvjetima, pri ambijentalnim uvjetima temperature i 

nekontroliranom pH s 2,5±0,2 g MLSS/L  

t, h KPK, mg/L NH4-N, mg/L NO3-N, mg/L NO2-N, mg/L NH3-N, mg/L 

0 431,7±6,0 40,0±5,0 0,2±0,0 0,1±0,0 0,2±0,1 

0,5 401,2±3,0 38,7±2,0 0,5±0,0 1,3±0,0 0,7±0,1 

1 318,1±2,0 36,7±1,1 1,2±0,0 2,8±0,2 2,4±0,4 

1,5 168,3±4,0 31,2±0,6 2,5±0,1 3,9±0,1 2,5±0,3 

2 96,2±1,0 27,5±1,0 3,8±0,1 4,8±0,3 1,8±0,3 

2,5 12,3±0,8 12,4±0,9 5,6±0,2 5,3±0,2 1,0±0,2 

3 11,6±1,0 3,1±0,2 7,1±0,2 6,3±0,2 0,3±0,0 

3,5 13,3±0,8 0 8,4±0,2 7,1±0,3 0 

4 14,1±0,9 0 8,9±0,1 3,2±0,1 0 

4,5 10,4±1,0 0 9,0±0,2 1,1±0,1 0 

5 11,3±0,4 0 9,2±0,2 0 0 

 

 

U pokusu heterotrofne nitrifikacije 40±5 mg NH4-N/L (Tablica 17) pri KPK/N 10, pri aerobnim 

uvjetima, pri ambijentalnim uvjetima temperature i nekontroliranom pH s 2,5±0,2 g MLSS/L, 

izračunata je brzina oksidacije organskih sastojaka od 168 mg KPK/Lh, brzina oksidacije NH4-

N od 11,4 mg NH4-N/Lh, brzina nitrifikacije 8 mg N/Lh uz nakupljanje NO3-N (23% početnog 

N) i gubitak N od 77%. 

 



61 
 

Tablica 18. KPK, NH4-N, NH3-N, NO2-N, NO3-N, tijekom heterotrofne nitrifikacije 40±5 mg 

NH4-N/L, pri KPK/N 20, u aerobnim uvjetima, pri ambijentalnim uvjetima temperature i 

nekontroliranom pH s 2,5±0,2 g MLSS/L 

t, h KPK, mg/L NH4-N, mg/L NO3-N, mg/L NO2-N, mg/L NH3-N, mg/L 

0 812,1±6,0 40,0±5,0 0,2±0,0 0,2±0,0 0,2±0,1 

0,5 763,9±7,0 39,1±2,0 0,2±0,0 0,6±0,0 1,3±0,1 

1 651,1±5,0 36,7±2,0 0,9±0,0 1,5±0,2 3,7±0,5 

1,5 448,4±8,0 32,1±1,0 1,1±0,2 2,2±0,2 3,9±0,6 

2 258,5±4,0 28,5±2,0 1,9±0,3 3,5±0,5 4,3±0,4 

2,5 43,1±3,0 18,4±1,0 3,6±0,2 4,0±0,3 3,3±0,7 

3 10,5±2,0 2,1±0,4 4,7±0,4 5,2±0,6 0,4±0,1 

3,5 10,7±2,0 0 6,6±0,2 2,1±0,4 0 

4 11,1±1,0 0 7,0±0,3 0 0 

 

U pokusu heterotrofne nitrifikacije 40±5 mg NH4-N/L (Tablica 18) pri KPK/N 20, pri aerobnim 

uvjetima, pri ambijentalnim uvjetima temperature i nekontroliranom pH s 2,5±0,2 g MLSS/L, 

izračunata je brzina oksidacije organskih sastojaka 267,2 mg KPK/Lh, brzina oksidacije NH4-

N 12,6 mg NH4-N/Lh, brzina nitrifikacije 9,5 mg N/Lh, uz nakupljanje NO3-N (18,2% od 

početnog N) i gubitak N od 81,8%. 

 

Tablica 19. KPK, NH4-N, NH3-N, NO2-N, NO3-N, tijekom heterotrofne nitrifikacije 80±2 mg 

NH4-N/L, pri KPK/N 10, u aerobnim uvjetima, pri ambijentalnim uvjetima temperature i 

nekontroliranom pH s 2,5±0,2 g MLSS/L  

t, h KPK, mg/L NH4-N, mg/L NO3-N, mg/L NO2-N, mg/L NH3-N, mg/L 

0 819,3±2,0 80,0±2,0 0,1±0,0 0,2±0,0 0,6±0,3 

0,5 751,5±3,0 76,5±1,0 0,7±0,1 0,4±0,0 1,1±0,4 

1 681,6±2,0 73,2±1,5 1,2±0,2 0,8±0,0 2,5±0,8 

1,5 581,3±4,0 69,8±0,7 2,1±0,1 1,0±0,1 2,9±0,7 

2 463,8±1,0 66,1±1,2 2,7±0,2 1,7±0,1 3,5±0,9 

2,5 333,9±2,0 62,3±1,0 3,1±0,2 2,1±0,3 5,1±0,6 

3 177,4±3,0 58,7±0,6 3,5±0,3 2,6±0,3 5,9±0,8 

3,5 17,3±0,5 48,2±0,8 4,3±0,1 3,1±0,2 4,9±0,9 

4 12,2±0,2 33,2±0,5 6,7±0,3 5,5±0,4 2,2±0,4 

4,5 11,1±0,1 17,8±0,1 12,3±0,5 11,3±0,8 0,8±0,2 

5 12,9±0,2 2,3±0,2 17,1±0,4 16,5±0,6 0,1±0,0 
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5,5 11,5±0,2 0 19,8±0,7 7,8±0,2 0 

6 11,3±0,1 0 21,7±0,9 0,4±0,0 0 

 

U pokusu heterotrofne nitrifikacije 80±2 mg NH4-N/L (Tablica 19) pri KPK/N 10, pri aerobnim 

uvjetima, pri ambijentalnim uvjetima temperature i nekontroliranom pH s 2,5±0,2 g MLSS/L, 

izračunata je brzina oksidacije organskih sastojaka 201,8 mg KPK/Lh, brzina oksidacije NH4-

N od 15,6 mg NH4-N/Lh, brzina nitrifikacije 13 mg N/Lh, uz nakupljanje NO3-N (27,8% od 

početnog N) i gubitak N od 72,2%. 

 

Tablica 20. KPK, NH4-N, NH3-N, NO2-N, NO3-N, tijekom heterotrofne nitrifikacije 80±2 mg 

NH4-N/L, pri KPK/N 20, u aerobnim uvjetima, pri ambijentalnim uvjetima temperature i 

nekontroliranom pH s 2,5±0,2 g MLSS/L 

t, h KPK, mg/L NH4-N, mg/L NO3-N, mg/L NO2-N, mg/L NH3-N, mg/L 

0 1603,2±22,0 80,0±2,0 0,1±0,0 0,2±0,0 0,3±0,1 

0,5 1512,7±17,0 74,5±2,0 0,5±0,0 0,3±0,0 0,8±0,4 

1 1401,5±20,0 70,9±2,0 0,9±0,0 0,9±0,0 4,6±0,9 

1,5 1321,8±11,0 64,3±1,0 1,1±0,2 1,4±0,0 4,2±1,4 

2 1219,7±9,0 60,8±1,0 2,7±0,4 1,9±0,2 4,9±1,9 

2,5 1060,5±10,0 54,1±1,0 3,5±0,2 2,2±0,1 5,4±2,1 

3 904,6±6,0 50,6±0,7 4,1±0,6 2,6±0,3 5,0±1,8 

3,5 746,8±8,0 45,2±1,0 4,7±0,5 2,8±0,3 5,5±1,7 

4 611,9±7,0 41,4±1,0 5,3±0,4 3,2±0,2 6,2±2,0 

4,5 463,2±5,0 37,6±0,9 5,7±0,5 3,7±0,4 5,6±1,5 

5 308,8±5,0 33,7±0,7 6,1±0,4 4,1±0,3 6,1±1,6 

5,5 154,3±4,0 23,1±1,0 6,5±0,3 4,4±0,3 4,2±1,1 

6 13,2±1,0 6,1±1,0 11,3±0,2 8,7±0,5 1,3±0,3 

6,5 11,2±2,0 0 15,2±0,3 13,2±0,4 0 

7 14,3±1,0 0 17,6±0,2 6,4±0,2 0 

7,5 11,8±1,0 0 18,1±0,2 0,5±0,2 0 

 

U pokusu heterotrofne nitrifikacije 80±2 mg NH4-N/L (Tablica 20) pri KPK/N 20, pri aerobnim 

uvjetima pri ambijentalnim uvjetima temperature i nekontroliranom pH s 2,5±0,2 g MLSS/L, 

izračunata je brzina oksidacije organskih sastojaka od 264,9 mg KPK/Lh, brzina oksidacije 

NH4-N od 12,3 mg NH4-N/Lh, brzina nitrifikacije 10,7 mgN/Lh, uz nakupljanje NO3-N (22,6% 

početnog N) i gubitak N od 77,4%. 
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U pokusima SND nije zabilježena ekvivalentna količina NOx-N s obzirom na početnu 

koncentraciju NH4-N, određen je znatan gubitak N, što ukazuje na odvijanje aerobne 

denitrifikacije i heterotrofne nitrifikacije (Tablice 17-20). 

U usporedbi s konvencionalnim nitrificirajućim bakterijama, HNAD bakterije imaju veću 

brzinu rasta, bolju prilagodljivost na okoliš, sposobnost istovremenog uklanjanja N i organskih 

sastojaka (KPK) pri aerobnim uvjetima [63,215]. Većina HNAD bakterija zahtijeva viši omjer 

C/N za postizanje velike učinkovitosti uklanjanja N, a niski omjer C/N rezultira u slaboj izvedbi 

HNAD [219]. 

Usporedni prikaz brzine oksidacije organskih sastojaka, oksidacije NH4-N i nitrifikacije, 

akumulacije NO3-N na kraju procesa i gubitak N, u pokusima heterotrofne nitrifikacije 40±5 i 

80±2 mg NH4-N/L, pri omjerima KPK/N 10 i 20 dan je Slikom 15. 

 

 

Slika 15. Usporedni prikaz brzine oksidacije organskih sastojaka (KPK), oksidacije NH4-N i 

nitrifikacije, akumulacije NO3-N na kraju procesa i gubitak N, u pokusima heterotrofne 

nitrifikacije 40±5 i 80±2 mg NH4-N/L, pri omjerima KPK/N 10 i 20 

 

 

Uobičajene promjene motrenih pokazatelja kakvoće ciljanog biološkog procesa heterotrofne 

nitrifikacije prikazane su za odabrani pokus 40±5 mg NH4-N/L pri omjeru KPK/N 10, pri 

aerobnim uvjetima, pri ambijentalnim uvjetima temperature i nekontroliranom pH s 2,5±0,2 g 

MLSS/L (Slika 16). 
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Slika 16. Varijacije KPK, N total, NH4-N, NH3-N, NO2-N, FNA, NO3-N, pH, temperature i 

DO u pokusu heterotrofne nitrifikacije 40±5 mg NH4-N/L pri omjeru KPK/N 10, pri aerobnim 

uvjetima, pri ambijentalnim uvjetima temperature i nekontroliranom pH 

 

U heterotrofnoj nitirifikaciji-aerobnoj denitrifikaciji, za istražene početne vrijednosti 40±5 mg 

NH4-N/L i 80±2 mg NH4-N/L krivulje KPK, ukupnog dušika (N total), NH4-N, NO3-N, NO2-

N, FNA, NH3-N, pH i DO pokazuju isti trend promjena, uz istovremenu oksidaciju organskih 

	

0 

10 

20 

30 

40 

50 

0 1 2 3 4 5 

N
H

4
-N

, 
m

g
/L

 

t, h 

0 

80 

160 

240 

320 

400 

480 

0 1 2 3 4 5 

K
P

K
, 

m
g
/L

 

t, h 

0 

1 

2 

3 

0 1 2 3 4 5 

F
A

, 
m

g
/L

 

t, h 

0 

9 

18 

27 

36 

45 

0 1 2 3 4 5 

N
to

ta
l,

 m
g

/L
 

t, h 

0 

5 

10 

15 

0 1 2 3 4 5 

N
O

3
-N

, 
m

g
/L

 

t, h 

0 

5 

10 

0 1 2 3 4 5 

N
O

2
-N

, 
m

g
/L

 

t, h 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

0 1 2 3 4 5 

p
H

 

t, h 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

0 1 2 3 4 5 

D
O

, 
m

g
/L

 

t, h 

20 

21 

22 

23 

24 

0 1 2 3 4 5 

T
, 

o
C

 

t, h 

0 

0.0002 

0.0004 

0 1 2 3 4 5 

F
N

A
, 

m
g

/L
 

t, h 



65 
 

sastojaka i nitrifikaciju i denitrifikaciju, kao i u odabranom pokusu heterotrofne nitrifikacije 

40±5 mg NH4-N/L pri omjeru KPK/N 10 (Slika 16).  

Odraz mikrobnih reakcija u profilu koncentracije otopljenog kisika i pH vrijednosti u funkciji 

omjera C/N odnosno KPK/N (KPK/N 10 i 20) prikazan je Slikama 17 i 18 pri početnih 40±5 

mg NH4-N/L. 

 

 

Slika 17. Profili DO u heterotrofnoj nitrifikaciji-aerobnoj denitrifikaciji 40±5 mg NH4-N/L u 

ovisnosti o omjeru KPK/N 10 i 20 

 

 

Slika 18. Profili pH u heterotrofnoj nitrifikaciji-aerobnoj denitrifikaciji 40±5 mg NH4-N/L u 

ovisnosti o omjeru KPK/N 10 i 20 

 

U profilu DO vidljiv je utrošak kisika za istovremenu oksidaciju KPK i NH4-N. Veći je utrošak 

DO pri većem početnom omjeru C/N (Slika 17). U profilu pH opaža se u početku procesa 

ciljanih pokusa porast pH kao rezultat oksidacije organskih sastojaka, kao i viši pH pri većem 

omjeru C/N (Slika 18). 
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Za uklanjanje organskih sastojaka uobičajeni heterotrofi (OHOs) toleriraju pH od 6,0 do 9,0, 

uz optimalnu izvedbu procesa pri neutralnom pH, a koncentracija otopljenog kisika se 

uobičajeno u reaktoru održava DO>2 mg/L, ipak i pri DO>0,5 mg/L neznatni je učinak 

koncentracije otopljenog kisika na brzinu razgradnje organskih sastojaka. Također, heterotrofi 

su otporniji na toksične sastojke od nitrifikanata [2]. 

 

4.5. Denitrifikacija – učinak odabranih procesnih čimbenika 

Denitrifikacija ovisi o nizu čimbenika, o strukturi mikrobne zajednice i konkurentnosti i 

brojnosti funkcionalne populacije kao i procesnim čimbenicima, poput: koncentracija 

otopljenog kisika, pH, temperatura, izvor i dostupnost organskih sastojaka, koncentracija i 

funkcionalnost mikrobne zajednice, vrijeme zadržavanja mulja, starost mulja, i dr. [41,220-

222]. 

Pokusi denitrifikacije NO3-N i NO2-N provedeni su uz organske sastojke kao donore elektrona 

pri vrijednostima omjera KPK/N limitirajućim i nelimitirajućim za denitrificirajuće vrste, 

budući su organski sastojci nužni za redukciju NOx-N. Također, istražen je potencijal mikrobne 

biomase s dvije odabrane koncentracije MLSS u denitrifikaciji NO3-N i NO2-N. Istražena je i 

endogena denitrifikacija NO2-N i NO3-N uz unutarstanične zalihe ugljika. Određen je 

minimalni potrebni omjer C/N za denitrifikaciju NO2-N i NO3-N uz natrijev acetat kao izvor 

ugljika. 

 

4.5.1. Denitrifikacija NO3-N u ovisnosti o KPK/N omjeru i količini mikrobne 

biomase 

Pokusi denitrifikacije s nitratom kao akceptorom elektrona su provedeni pri: 

o koncentraciji nitrata 30±4, 50±5 i 70±5 mg NO3-N/L 

o koncentraciji mikrobne biomase 1,5±0,3 i 3,0±0,3 g MLSS/L 

o omjeru KPK/N 5, 10 i 20 

Ovisnost brzine denitrifikacije, omjera ∆KPK/∆NO3-N, učinkovitosti uklanjanja NO3-N, brzine 

oksidacije organskih sastojaka (KPK), i učinkovitosti uklanjanja organskih sastojaka (KPK) o 

koncentraciji nitrata, koncentraciji mikrobne biomase i omjeru KPK/N je prikazana na Slikama 

19-24. 
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Slika 19. Brzina denitrifikacije u ovisnosti o koncentraciji nitrata, koncentraciji biomase i 

omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 30±4, 50±5 i 70±5 mg NO3-N/L s 1,5±0,3 i 3,0±0,3 g 

MLSS/L pri omjeru KPK/N 5, 10 i 20 

 

Brzina denitrifikacije ima trend rasta s porastom koncentracije nitrata, kao i s porastom 

koncentracije mikrobne biomase (Slika 19). 

 

 

Slika 20. Omjer ∆KPK/∆NO3-N u ovisnosti o koncentraciji nitrata, koncentraciji biomase i 

omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 30±4, 50±5 i 70±5 mg NO3-N/L s 1,5±0,3 i 3,0±0,3 g 

MLSS/L pri omjeru KPK/N 5, 10 i 20 

 

Omjer ∆KPK/∆NO3-N raste s porastom koncentracije mikrobne biomase i s porastom omjera 

KPK/N (Slika 20). 
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Slika 21. Učinkovitost uklanjanja NO3-N u ovisnosti o koncentraciji nitrata, koncentraciji 

biomase i omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 30±4, 50±5 i 70±5 mg NO3-N/L, s 1,5±0,3 i 

3,0±0,3 g MLSS/L, pri omjeru KPK/N 5, 10 i 20 

 

 

Učinkovitost uklanjanja nitrata pri KPK/N 5 bila je oko 70%, odnosno 100% pri KPK/N 10 i 

20 (Slika 21), pri obje istražene koncentracije mikrobne biomase. 

 

 

 

Slika 22. Brzina oksidacije KPK u ovisnosti o koncentraciji nitrata, koncentraciji biomase i 

omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 30±4, 50±5 i 70±5 mg NO3-N/L s 1,5±0,3 i 3,0±0,3 g 

MLSS/L pri omjeru KPK/N 5, 10 i 20 
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Brzina oksidacije KPK raste s porastom omjera KPK/N, koncentracije mikrobne biomase i 

porastom koncentracije nitrata (Slika 22).  

 

 

 

Slika 23. Učinkovitost uklanjanja organskih sastojaka izraženih kao KPK u ovisnosti o 

koncentraciji nitrata, koncentraciji biomase i omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 30±4, 

50±5 i 70±5 mg NO3-N/L, s 1,5±0,3 i 3,0±0,3 g MLSS/L, pri omjeru KPK/N 5, 10 i 20 

 

 

Učinkovitost uklanjanja organskih sastojaka izraženih kao KPK je bila u rasponu vrijednosti 

očekivano za istražene koncentracije nitrata, omjere KPK/N i mikrobne biomase, a pri omjeru 

KPK/N 5 učinkovitost uklanjanja KPK bila je 100% odnosno organski sastojci su bili prisutni 

u nedovoljnoj količini za denitrifikaciju (Slika 23). 

Kinetika denitrifikacije 70±5 mg NO3-N/L pri omjeru KPK/N 10 s 1,5±0,3 g MLSS/L je 

prikazana na Slici 24.  
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Slika 24. Kinetika denitrifikacije 70±5 mg NO3-N/L pri KPK/N 10 s 1,5±0,3 g MLSS/L 

 

 

4.5.2. Denitrifikacija NO2-N u ovisnosti o omjeru KPK/N i količini mikrobne 

biomase 

Pokusi denitrifikacije s nitritom kao akceptorom elektrona su provedeni pri: 

o koncentraciji nitrita 30±5, 50±5 i 70±2 mg NO2-N/L 

o koncentraciji mikrobne biomase 1,5±0,2 i 3,0±0,2 g MLSS/L 

o omjeru KPK/N 5, 10 i 20 
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Ovisnost brzine denitrifikacije, omjera ∆KPK/∆NO2-N, učinkovitosti uklanjanja NO2-N, brzine 

oksidacije organskih sastojaka izraženih kao KPK, i učinkovitosti uklanjanja organskih 

sastojaka (KPK) o koncentraciji nitrita, koncentraciji mikrobne biomase i omjeru KPK/N je 

prikazana na Slikama 25-30. 

 

Slika 25. Brzina denitrifikacije u ovisnosti o koncentraciji nitrita, koncentraciji biomase i 

omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 30±5, 50±5 i 70±2 mg NO2-N/L s 1,5±0,2 i 3,0±0,2 g 

MLSS/L pri omjeru KPK/N 5, 10 i 20 

Brzina denitrifikacije ima trend rasta s porastom koncentracije nitrita, kao i s porastom 

koncentracije mikrobne biomase, i s porastom omjera KPK/N (Slika 25). 

 

Slika 26. Omjer ∆KPK/∆NO2-N u ovisnosti o koncentraciji nitrita, koncentraciji biomase i 

omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 30±5, 50±5 i 70±2 mg NO2-N/L, s 1,5±0,2 i 3,0±0,2 g 

MLSS/L, pri omjeru KPK/N 5, 10 i 20 
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Omjer ∆KPK/∆NO2-N raste s porastom koncentracije nitrita, s porastom koncentracije 

mikrobne biomase i porastom omjera KPK/N (Slika 26). 

 

Učinkovitost uklanjanja nitrita je bila 100% pri istraženim koncentracijama mikrobne biomase 

i omjerima KPK/N.  

 

 

Slika 27. Brzina oksidacije organskih sastojaka izraženih kao KPK u ovisnosti o koncentraciji 

nitrita, koncentraciji biomase i omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 30±5, 50±5 i 70±2 mg 

NO2-N/L, s 1,5±0,2 i 3,0±0,2 g MLSS/L, pri omjeru KPK/N 5, 10 i 20 

 

Brzina oksidacije organskih sastojaka izraženih kao KPK raste s porastom omjera KPK/N, 

koncentracijom mikrobne biomase i porastom koncentracije nitrita (Slika 27). 

 

 

Slika 28. Učinkovitost uklanjanja KPK u ovisnosti o koncentraciji nitrita, koncentraciji 

biomase i omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 30±5, 50±5 i 70±2 mg NO2-N/L, s 1,5±0,2 i 

3,0±0,2 g MLSS/L, pri omjeru KPK/N 5, 10 i 20 
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Učinkovitost uklanjanja organskih sastojaka izraženih kao KPK je bila u rasponu vrijednosti za 

istražene koncentracije nitrita, omjere KPK/N i mikrobne biomase, a za omjer KPK/N 5 bila je 

100% (Slika 28). 

Kinetika denitrifikacije 70±2 mg NO2-N/L pri omjeru KPK/N 10 s 1,5±0,2 g MLSS/L je 

prikazana na Slici 29. 

 

 

 

Slika 29. Kinetika denitrifikacije 70±2 mg NO2-N/L pri KPK/N 10 i 1,5±0,2 g MLSS/L 
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4.5.3. Minimalno potrebni omjer C/N za denitrifikaciju nitrita i nitrata kao   

akceptora elektrona  

U svrhu određivanja minimalno potrebnog omjera C/N za denitrifikaciju 30±4 mg NO3-N/L i 

30±4 mg NO2-N/L provedeni su pokusi denitrifikacije pri C/N 1, 2, 3, 4 i 5 uz acetat kao izvor 

ugljika, pri < 0,5 mg DO/L i 2,0±0,1 g MLSS/L (Tablice 21 i 22).  

 

Tablica 21. Učinkovitost denitrifikacije 30±4 mg NO3-N/L i 30±4 mg NO2-N/L pri < 0,5 mg 

DO/L i 2,0±0,1 g MLSS/L u ovisnosti o raspoloživim organskim sastojcima (C/N 1-5) 

Omjer 

C/N 

Redukcija 

NO3-N, % 

Redukcija 

NO2-N, % 

Preostali KPK – 

NO3-N akceptor 

Preostali KPK – 

NO2-N akceptor 

1 17,0±0,5 37,0±1,0 0% 0% 

2 37,0±2,0 68,0±4,0 0% 0% 

3 61,0±2,0 100 0% 49 mg KPK/L (29%) 

4 100 100 75 mg KPK/L (33%)  105 mg KPK/L (47%) 

5 100 100 132 mg KPK/L (47%) 162 mg KPK/L (57%) 

 

U denitrifikaciji 30±4 mg NO3-N/L i 30±4 mg NO2-N/L uz natrijev acetat kao izvor ugljika 

postignuta je potpuna denitrifikacija NO3-N i NO2-N pri omjeru C/N 4 odnosno C/N 3, ali je u 

oba procesa preostalo C koji je dodan u suvišku (Tablica 21). 

Da bi se odredio minimalni potreban omjer C/N provedeni su dodatni pokusi denitrifikacije pri 

uskom rasponu omjera C/N, a dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 22. 

 

Tablica 22. Minimalno potrebni omjer C/N za denitrifikaciju 30±4 mg NO2-N/L i 30±4 mg 

NO3-N/L pri < 0,5 mg DO/L i 2,0±0,1 g MLSS/L 

Omjer 

C/N 

Redukcija 

NO2-N, % 

Preostali KPK – 

NO2-N akceptor 

Omjer

C/N 

Redukcija 

NO3-N, % 

Preostali KPK – 

NO3-N akceptor 

2,2 82±4 0% 3,2 68±3 0% 

2,4 100 0% 3,4 74±2 0% 

2,6 100 27 mg/L (18%)  3,6 89±3 0% 

2,8 100 38 mg/L (24%) 3,8 100 0% 

3,0 100 49 mg/L (29%) 4,0 100 75 mg /L (33%) 

 

Rezultati pokazuju veću potrebu za ugljikom pri denitrifikaciji NO3-N u odnosu na NO2-N i to 

1,58× više C treba za denitrifikaciju NO3-N u odnosu na NO2-N (Tablica 22). 
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Uobičajene promjene KPK, NO3-N, NO2-N, FNA, vrijednosti pH, temperature i DO u 

denitrifikaciji 30±4 mg NO3-N/L pri određenom minimalno potrebnom omjeru C/N 3,8 

prikazane su na Slici 30, a u denitrifikaciji 30±4 mg NO2-N/L pri određenom minimalno 

potrebnom omjeru C/N 2,4 na Slici 31. 

 

Slika 30. Varijacije koncentracije KPK, NO3-N, NO2-N, FNA, vrijednosti pH, temperature i 

DO u denitrifikaciji 30±4 mg NO3-N/L pri omjeru C/N 3,8 
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Slika 31. Varijacije koncentracije KPK, NO2-N, FNA, vrijednosti pH, temperature i DO u 

denitrifikaciji 30±4 mg NO2-N/L pri omjeru C/N 2,4 
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omjerima C/N 1-3, pri 2,0±0,1 g MLSS/L, a rezultati su prikazani u Tablici 23. Kinetika 

denitrifikacije 30 mg NO3-N/L uz unutarstanične rezerve ugljika, nakon iscrpljivanja vanjskog 

izvora ugljika, dodanog u proces denitrifikacije kao limitirajući čimbenik pri omjeru C/N 3, 

prikazana je Slikom 32. 

 

Tablica 23. Učinkovitost denitrifikacije 30±4 mg NO2-N/L i 30±4 mg NO3-N/L pri < 0,5 mg 

DO/L i 2,0±0,1 g MLSS/L u ovisnosti o raspoloživim organskim sastojcima (C/N 1-3) – 

endogena denitrifikacija  

 

 

Omjer 

C/N 

Izvor 

ugljika 

Redukcija 

NO3-N, % 

 

Redukcija 

NO2-N, % 

 

Preostali KPK uz 

NO3-N akceptor e-

; 

utrošak PHA, 

mmol C/L 

Preostali KPK uz 

NO2-N akceptor e-; 

utrošak PHA, mmol 

C/L 

1 KPK 

PHA 

17% 

37% 

37% 

53% 

0% 

∆PHA 2,5 

0% 

∆PHA 3,1 

2 

 

KPK 

PHA 

37% 

82% 

68% 

100% 

0% 

∆PHA 5,5 

0% 

∆PHA 0,9 

3 

 

KPK 

PHA 

61% 

100% 

 

 

0% 

∆PHA 1,3 
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Slika 32. Endogena denitrifikacija 30 mg NO3-N/L pri C/N omjeru 3 
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4.6. Istovremena denitrifikacija i uklanjanje P s NO2-N kao akceptorom 

elektrona pri anoksičnim uvjetima 

Budući da nitrit djeluje inhibirajuće na aktivnost DPAOs, denitrificirajuća defosfatacija je 

manje stabilna u usporedbi s konvencionalnim biološkim uklanjanjem P, što predstavlja izazov 

za korištenje tehnologije denitrificirajuće defosfatacije u stvarnim sustavima [223,224]. 

Zbog kontradiktornih zaključaka o utjecaju nitrita na istovremenu denitrifikaciju i uklanjanje P 

- denitrificirajuće uklanjanje P, izazovno je procijeniti učinkovitost i stabilnost 

denitrificirajućeg uklanjanja P s nitritom kao akceptorom elektrona. 

Stoga je glavni cilj ove serije pokusa bio ispitati denitrificirajuću defosfataciju kroz provođenje 

procesa istovremene denitrifikacije i unutarstaničnog unosa P u anoksičnim uvjetima s 

istovremeno prisutnim donorom (acetatom) i akceptorom elektrona (nitritom), te istražiti učinak 

ograničavajuće i neograničavajuće koncentracije raspoloživih organskih sastojaka - izvora 

ugljika na aktivnost DPAOs i brzinu i učinkovitost uklanjanja N i P.  

Za bolje razumijevanje metaboličkog ponašanja DPAOs u anoksičnim uvjetima uz NO2-N kao 

akceptore elektrona, za koje se navodi da mogu narušavati aktivnost DPAOs 

[55,170,190,194,225,226], istražena je aktivnost DPAOs za istovremeno uklanjanje N i P u 

anoksičnim uvjetima uz NO2-N kao akceptore elektrona pri koncentraciji do 80 mg NO2-N/L. 

Pokusi su provedeni pri odabranim operativnim uvjetima N/P 2, 3 i 4 i uz raspoložive organske 

sastojke (C/N) iz natrijeva acetata u ograničavajućoj i neograničavajućoj koncentraciji, za 

početnih 20±1 mg PO4-P/L, s ciljem da se odredi minimalni omjer C/N pri kojem se postiže 

maksimalni učinak uklanjanja N i P, kao i učinkovitost i brzina uklanjanja N i P pri istraženim 

operativnim uvjetima.  

Šaržni pokusi aktivnosti DPAOs za istovremenu denitrifikaciju i unos P, pri anoksičnim 

uvjetima, pri (nizom pokusa) određenom minimalno potrebnom omjeru C/N kao i 

prekomjernom omjeru C/N, prikazani su u Tablici 24. 
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Tablica 24. Učinkovitost uklanjanja organskih sastojaka izraženih kao KPK, N i P i brzine 

uklanjanja N i P, pri anoksičnim uvjetima pri minimalno potrebnom i prekomjernom omjeru 

C/N, tijekom istovremene denitrifikacije i unosa P pri anoksičnim uvjetima 

PO4-P, 

mg/L 

NO2-

N, 

mg/L 

N/P C/N rN, mgN/Lh rP, 

mgP/Lh 

Nukl, 

% 

Pukl, 

% 

KPKuk

l,  

% 

20±1 40±2 2 4 20,0±1,3 8,3±0,5 100 84,0±1,2 > 97 

  2 7 26,0±2,0 7,0±1,0 100 75,0±3,0 45±8 

20±1 60±3 3 3 23,7±2,0 6,7±0,7 100 83,0±1,0 > 97 

  3 7 27,0±3,0 4,9±0,9 100 68,0±2,0 49±10 

20±1 80±3 4 2 25,9±1,7 4,8±0,7 100 74,0±2,0 > 97 

  4 7 29,0±2,0 3,5±0,4 100 62,0±4,0 55±11 

 

U svim šaržnim pokusima, pri omjerima N/P 2, 3, 4 za početnih 20 mg PO4-P/L, istraženo je 

povećanje omjera C/N 1-7, a rezultiralo je povećanjem brzine i učinkovitosti uklanjanja NO2-

N i P do određenog minimalno potrebnog omjera C/N (Tablica 24), a pri kojem je ostvarena 

najveća brzina denitrifikacije i najveća brzina unosa fosfata, i to pri 40±2 mg NO2-N/L i C/N 4 

(N/P 2), pri 60±3 mg/L NO2-N i C/N 3 (N/P 3), te pri 80±3 mg NO2-N/L i C/N 2 (N/P 4) 

(Tablica 23).  

Istovremena denitrifikacija i unos P, denitrificirajuća defosfatacija, s većom količinom 

raspoloživog ugljika od minimalno potrebnog - prekomjernom količinom organskih sastojaka, 

pri C/N 7 (Tablica 24), pokazuje daljnji trend laganog povećanja brzine denitrifikacije s 

porastom početne koncentracije nitrita, ali i smanjenje brzine anoksičnog unosa P. Učinkovitost 

uklanjanja N pri prekomjernom omjeru C/N 7 je potpuna za sve istražene početne koncentracije 

nitrita (40-80 mg NO2-N/L), dok se učinkovitost uklanjanja P smanjuje za oko 13% s porastom 

početne koncentracije nitrita, i također preostaju neiskorišteni organski sastojci izraženi kao 

KPK od 45 do 55% (Tablica 24). 

Uobičajene promjene KPK, NO2-N, PO4-P, FNA, temperature i pH vrijednosti tijekom procesa 

istovremene denitrifikacije i unosa P pri anoksičnim uvjetima, denitrificirajuće defosfatacije, 

pri određenoj minimalno potrebnoj količini ugljika (C/N 2) za denitrifikaciju 80±3 mg NO2-

N/L, pri N/P 4, prikazani su na Slici 33. 
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Slika 33. Varijacije KPK, NO2-N, PO4-P, temperature, FNA i pH u šaržnom pokusu 

denitrificirajuće defosfatacije pri 80±3 mg NO2-N/L i pri N/P 4 i C/N 2 

 

 

4.7. Poboljšano uklanjanje N u anaerobno/aerobno/anoksičnom procesu uz 

endogenu denitrifikaciju  

U obradi otpadne vode niskog omjera C/N (KPK/N) raspoloživi organski sastojci su 

ograničavajući čimbenik za denitrifikaciju i otpuštanje fosfora [184-188,193]. Rješenje tog 

problema je primjena procesa u kojima aktivnost pokazuju DPAOs, čime se istovremeno 

uklanja N i P bez izvanstaničnog izvora ugljika [186-188,227], a u produženoj anoksičnoj fazi 

procesa endogena denitrifikacija aktivnošću DGAOs. DPAOs imaju metabolička svojstva 

slično PAOs vrstama [228-230], aktiviraju se u naizmjeničnim anaerobnim/anoksičnim 

uvjetima, te koriste NO2-N i /ili NO3-N kao akceptore elektrona, umjesto O2 kojeg koriste PAOs 

[187-189,193,227].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

70

140

210

280

350

0 1 2 3

K
P

K
, 

m
g

/L

t, h

KPK

0

20

40

60

80

0 1 2 3

N
O

2
-N

, 
m

g
/L

t, h

NO2-N

0

5

10

15

20

0 1 2 3

P
O

4
-P

, 
 m

g
/L

t, h

PO4-P

0,00

0,01

0,01

0 1 2 3

F
N

A
, 

m
g

/L
t, h

FNA

0

10

20

30

40

0 1 2 3

T
, 

o
C

t, h

T

7

8

9

10

0 1 2 3

p
H

t, h

pH



82 
 

Pozitivni učinak primjene DPAOs u BNR procesima je moguća ušteda energije do 30%, manja 

potreba na organskim sastojcima do 50%, s manjom proizvodnjom mulja do 50% [191]. 

Proces koji promovira primjenu i aktivnost DPAOs i DGAOs u svrhu učinkovitog uklanjanja 

N i P i prikladan je za pročišćavanje otpadnih voda s niskim KPK, je 

anaerobno/aerobno/anoksični proces uz endogenu denitrifikaciju.  

Pokusi istovremene denitrifikacije i uklanjanja P u anaerobno/aerobno/anoksičnom procesu uz 

endogenu denitrifikaciju provedeni su s ciljem da se istraži potencijal mikrobne kulture za 

poboljšano uklanjanje N i P iz otpadne vode niskog omjera C/N.  

Pokusi su provedeni u dva režima.  

Pokusi anaerobno/aerobno/anoksične konfiguracije uz endogenu denitrifikaicju provedeni pri 

1 h anaerobne faze, 1 h aerobne faze i produžene anoksične faze od 5 h, pri omjerima C/N 2, 4 

i 6 i pri početnih 20 mg PO4-P/L, su u šaržnim pokusima dali rezultate prikazane na Slikama 

34 i 35. 
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Slika 34. Varijacije KPK, NH4-N, NO3-N, NO2-N i PO4-P u pokusu uklanjanja N i P u A/O/A 

procesu uz endogenu denitrifikaciju pri C/N 2, 4 i 6 iz natrijeva acetata, za početnih 20 mg 

NH4-N/L 
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Slika 35. Vrijednosti pH i DO u pokusu uklanjanja N i P u A/O/A procesu uz endogenu 

denitrifikaciju pri C/N 2, 4 i 6 iz natrijeva acetata, za početnih 20 mg NH4-N/L 

 

 

Pri toj konfiguraciji vođenja procesa ostvarene brzine učinkovitosti uklanjanja organskih 

sastojaka, NH4-N, ukupnog dušika i P, kao i brzine oksidacije organskih sastojaka, NH4-N, 

otpuštanja P, unosa P i redukcije N prikazane su na Slikama 36 i 37.  
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Slika 36. Brzina endogene denitrifikacije, otpuštanja P, aerobnog i anoksičnog unosa P, 

produkcije NOx-N i oksidacije NH4-N tijekom šaržnog pokusa pri konfiguraciji A/O/A uz 

endogenu denitrifikaciju pri C/N 2, 4 i 6 iz natrijeva acetata, za početnih 20 mg NH4-N/L 

 

 

 

Slika 37. Učinkovitost uklanjanja organskih sastojaka izraženih kao KPK, NH4-N, dušika i 

fosfora na kraju aerobne/početku anoksične faze i na kraju anoksične faze, u konfiguraciji 

A/O/A procesa uz ednogenu denitrifikaciju, pri C/N 2, 4 i 6, za početnih 20 mg NH4-N/L 
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anoksične faze iznosilo 1 h, 2 h i 4 h. Rezultati učinkovitosti procesa pri toj konfiguraciji su 

prikazani Slikama 38 i 39. 

 

 

Slika 38. Učinkovitost uklanjanja organskih sastojaka izraženih kao KPK, NH4-N, ukupnog 

dušika na kraju aerobne faze, ukupnog dušika na kraju anoksične faze, uklanjanja P na kraju 

aerobne faze i uklanjanje P na kraju anoksične faze 

 

 

Slika 39. Brzine endogene denitrifikacije, brzine anoksičnog P unosa, brzine produkcije NOx-

N, brzine oksidacije KPK, brzine oksidacije NH4-N, brzine anaerobnog P otpuštanja i brzine 

aerobnog P unosa 

 

Produljenje aerobne faze za sat vremena i skraćivanje anoksične faze za sat vremena je 

rezultiralo višim uklanjanjem i N i P (Slike 38 i 39), u odnosu na ranije opisanu konfiguraciju 

(Slike 34-36). 
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4.8. FISH analiza mikrobnih klastera aktivnog mulja i dokazivanje poliP 

Aktivni mulj je analiziran FISH metodom [212] za dokazivanje skupina mikroorganizama 

prisutnih u aktivnom mulju koji mogu provoditi procese nitrifikacije, denitrifikacije i 

istovremene denitrifikacije i uklanjanja P (denitrificirajuće defosfatacije) i poboljšanog 

uklanjanja N endogenom denitrifikacijom. Vizualizacija i dokumentiranje uzoraka provedeno 

je primjenom konfokalne laserske skenirajuće mikroskopije (CLSM). 

Uzorak aktivnog mulja tijekom procesa nitrifikacije je testiran na prisustvo amonijak- i nitrit-

oksidirajućih bakterija, a dokazane ciljane mikrobne skupine su prikazane na Slikama 40 i 41. 

Rezultat testiranja uzorka aktivnog mulja na denitrifikante je prikazan na Slici 42. U procesu 

denitrificirajuće defosfatacije aktivni mulj je testiran na PAOs i DPAOs (Slika 43), a u procesu 

endogene denitrifikacije na DGAOs (Slika 44).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 40. CLSM amonijak oksidirajućih bakterija označenih probom Nso190 prikazani crveno 

i svih bakterija označenih probom EUBmix prikazani zeleno 
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Slika 41. CLSM nitrit oksidirajućih bakterija označenih probom NIT3 prikazani crveno i svih 

bakterija označenih probom EUBmix prikazani zeleno 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 42. CLSM denitrificirajućih bakterija označenih probom DEN124 prikazani crveno i 

svih bakterija označenih probom EUBmix prikazani zeleno 
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Slika 43. CLSM denitrificirajućih fosfor akumulirajućih organizama označenih probom 

DPAOmix prikazani crveno i svih bakterija označenih probom EUBmix prikazani zeleno 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 44. CLSM denitrificrajućih glikogen akumulirajućih organizama označenih probom 

GAO4ix prikazani crveno i svih bakterija označenih probom EUBmix prikazani zeleno 
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Fosfat akumulirajući organizmi (PAOs) su dominantan soj u EBPR sustavima, a kroz 

metabolizam unutarstanično nakupljaju fosfate, više od metaboličkih potreba, u obliku poliP 

[231]. 

Bojanjem po Neisseru [214], dokazani su unutarstanični polimeri fosfata u obliku poliP, vidljivi 

kao tamnoljubičaste granule (Slika 45). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 45. PoliP obojan po Neisseru, povećanje 400x 
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5. RASPRAVA 

5.1. Učinkovitost aktivnog mulja za uklanjanje N procesima nitrifikacije i 

denitrifikacije 

U otpadnoj vodi dušikovi spojevi uobičajeno se uklanjaju kombinacijom procesa nitrifikacije i 

denitrifikacije, a ovisno o konfiguraciji procesa i procesnih čimbenika izražena je aktivnost 

funkcionalnih oraganizama za ciljane biološke procese, poput autotrofnih i heterotrofnih 

nitrifikanata, aerobnih i anoksičnih denitrifikanata i denitrificirajućih defosfatirajućih 

organizama u njihovoj aktivnosti kroz mikrobne procese nitrifikacije i denitrifikacije, 

nitritacije-denitritacije, istovremene nitrifikacije i denitrifikacije, denitrificirajuće defosfatacije, 

endogene denitrifikacije i drugo [2]. 

Aktivni mulj s lokalnog uređaja za obradu otpadnih voda prilagođen je za uklanjanje N 

provođenjem niza naizmjeničnih pokusa nitrifikacije u aerobnim uvjetima pri čemu je amonijak 

oksidiran do NO2-N i/ili NO3-N i denitrifikacije pri anoksičnim uvjetima uz natrijev acetat kao 

donor elektrona pri čemu je NO2-N i/ili NO3-N reduciran do plinovitog dušika (Slike 8-10). 

Pokusi određivanja aktivnosti aktivnog mulja za uklanjanje N provedeni su s ciljem da se, 

ovisno o odabranim procesnim čimbenicima, istraži/odredi: (i) kapacitet funkcionalnih 

mikroorganizama za uklanjanje N procesima nitrifikacije i denitrifikacije određivanjem 

učinkovitosti i brzine nitrifikacije i denitrifikacije, (ii) mikrobna kompetitivnost za kisik i/ili 

donore elektrona između uobičajenih heterotrofa (engl. Ordinary Heterotrophic Organisms, 

OHOs), nitrifikanata i denitrifikanata, kao i PAOs-a/DPAOs, GAOs-a/DGAOs i (iii) aktivnost 

mikroorganizma za uklanjanje N ovisno o stresnim/povoljnim uvjetima (limitirajući i 

nelimitirajući učinak raspoloživog C, otopljenog kisika, količine mikrobne biomase, početne 

koncentracije dušikovih spojeva, pH), (iv) doprinos unutarstanično pohranjenih zaliha ugljika 

u poboljšanju uklanjanja N, (v) klasteri konkurentnih mikroorganizama u mikrobnoj zajednici 

i istakne uloga tih funkcionalnih populacija u uklanjanju N. 

 

5.1.1. Učinak koncentracije NH4-N na aktivnosti aktivnog mulja za proces 

nitrifikacije 

Za učinkoviti proces nitrifikacije potrebno je osigurati u mikrobnoj kulturi namnožavanje 

spororastućih nitrifikanata, AOB vrsta koje u aerobnim uvjetima NH4-N prevode u NO2-N, kao 

i NOB vrsta koje u aerobnim uvjetima prevode NO2-N u NO3-N [2,3,181]. U aktivnom mulju 

zbog velike brojnosti populacije i brzog rasta organotrofa koji čine 90-97% bakterija, u 

usporedbi s malom spororastućom populacijom nitrifikanata koji čine svega 3-10% bakterija u 
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aktivnom mulju, veličina populacije nitrifikanata postupno se smanjuje što rezultira otežanim i 

postizanjem i održavanjem nitrifikacije. Veličina populacije nitrifikanata ovisi o količini 

raspoloživog – dostupnog supstrata (NH4-N i NO2-N), a rast i reprodukcija o procesnim 

čimbenicima: koncentraciji otopljenog kisika, temperaturi, pH, alkalitetu, inhibiciji, 

toksičnosti, kao i načinu vođenja procesa [26]. Povoljni uvjeti za proces nitrifikacije su 

koncentracija otopljenog kisika oko 3 mg/L, vrijednost pH oko 8 i temperatura oko 30 °C 

[2,3,181], a potpuna nitirifkacija, prevođenje NH4-N u NO3-N, postiže se pri DO>2 mg/L i pH 

do 8,0 [2,181]. 

Aerobni autotrofi odgovorni su za nitrifkaciju u sustavu aktivnog mulja. Nitrifikacija, 

dvostupnjeviti proces, uključuje dvije skupine autotrofnih bakterija, amonijak oksidirajuće 

vrste prefiksa Nitroso-, rodova: Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobus i 

Nitrosovibrio i nitrit oksidirajuće vrste prefiksa Nitro-, rodova: Nitrobacter, Nitrococcus, 

Nitrospira, Nitrospina i Nitroeystis [232]. Nitrifikaciju provode dva roda nitrificirajućih 

bakterija Nitrosomonas i Nitrobacter, aerobni autotrofi koji posjeduju enzime potrebne za 

značajnu nitrifikaciju. U aktivnom mulju brojniji su Nitrosomonas koji imaju kraće 

generacijsko vrijeme i brže se umnože u usporedbi s Nitrobacter, budući se oksidacijom NH4-

N dobiva više energije nego oksidacijom NO2-N, što u nepovoljnim operativnim uvjetima može 

rezultirati provođenjem nitiritacije (prvog koraka nitrifikacije) odnosno akumulacijom NO2-N. 

U literaturi je istaknuto da se u procesu aktivnog mulja inhibicija supstratom zbiva pri 

koncentraciji 400 – 500 mg NH4-N/L ili kada se ioni NH4-N oksidiraju u nitritne ione (NO2-N) 

[26]. 

Također, stehiometrija biološke nitrifikacije pokazuje da je za potpunu reakciju oksidacije NH4-

N zahtjev za kisikom 4,57 g O2/g Noksidiranog sa 3,43 g O2/g NH4-Noksidiranog uporabljenog za 

produkciju nitrita i 1,14 g O2/g NO2-Noksidiranog. Kada se uzme u obzir i sinteza mikrobnih stanica 

manja je potreba na kisiku od 4,57 g O2/g N. Također, za svaki gram NH4-N oksidiranog 

potrebno je osigurati 7,14 g alkaliteta kao CaCO3. Tako iz stehiometrijske jednadžbe u kojoj je 

obuhvaćena oksidacija NH4-N, utrošak alkaliteta i sinteza mikrobne biomase proizlazi da se za 

svaki konvertirani gram NH4-N (izraženo kao N) utroši 4,25 g O2, formira 0,16 g novih stanica, 

te ukloni 7,07 g alkaliteta kao CaCO3 i 0,08 g anorganskog ugljika se uporabi za formiranje 

novih stanica. Brzina nitrifikacije ovisi o koncentraciji otopljenog kisika i raste s povećanjem 

koncentracije DO do 3-4 mg/L [2]. Optimalna vrijednost pH za proces nitrifikacije je u rasponu 

pH 7,5-8,0. Vrijednost pH 7,0-7,2 se uobičajeno primjenjuje za održavanje dobre brzine 

nitrifikacije [2]. Nitrifikaciju inhibira neionizirani amonijak (NH3) ili slobodni amonijak i 

neionizirana dušična kiselina (HNO2). Učinak inhibicije ovisi o koncentraciji ukupnih 
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dušikovih spojeva, temperaturi i pH. Koncentracija od 100 mg NH4-N/L i 20 mg NH4-N/L pri 

20 °C i pH 7,0 može inhibirati oksidaciju NH4-N i NO2-N, kao i koncentracija NO2-N od 280 

mg/L može inhibirati oksidaciju NO2-N [43]. Pokusi nitrifikacije vođeni su pri koncentraciji 

otopljenog kisika ≥2 mg DO/L (Tablice 7 i 8) što nije bio ograničavajući čimbenik. Korekcija 

pH je provođena za postizanje i održavanje odabranih ciljanih vrijednosti pH 7,2±0,2 i pH 

8,0±0,1 (Tablice 8 i 9) što također nije ograničavajući čimbenik te se po odabranim 

vrijednostima i pH i DO mogao istražiti puni kapacitet mikrobne kulture za ciljane procese 

učinka početne koncentracije NH4-N na učinkovitost nitrifikacije. U istraživanju učinka 

početne koncentracije NH4-N na nitrifikaciju (Tablice 8 i 9) za sve istražene vrijednosti 

koncentracije NH4-N rezultati pokazuju da se s povećanjem koncentracije NH4-N povećava 

brzina oksidacije NH4-N i za početnih 100±5 mg NH4-N/L iznosi od 17,9±0,5 mg NH4-N/Lh 

do 38,4±1,1 mg NH4-N/Lh odnosno za početnih 500±14 mg NH4-N/L iznosi od 31±0,3 mg 

NH4-N/Lh do 54,2±0,7 mg NH4-N/Lh postignuto pri koncentraciji mikrobne biomase 1,5±0,3 

g MLSS/L odnosno 4,2±0,2 g MLSS/L, pri pH 7,2±0,2 (Tablica 8). Isti trend povećanja brzine 

oksidacije NH4-N i nitrifikacije opaža se i pri povećanju koncentracije NH4-N istraženo pri pH 

8,0±0,1, pri čemu je za početnih 100±7 mg NH4-N/L određena brzina oksidacije od 18,8±0,2 

mg NH4-N/Lh do 42,1±1,0 mg NH4-N/Lh odnosno pri početnih 500±9 mg NH4-N/L iznosi od 

32,8±0,2 mg NH4-N/Lh do 59,9±0,6 mg NH4-N/Lh ostvareno pri koncentraciji mikrobne 

biomase 1,4±0,2 g MLSS/L odnosno 3,9±0,3 g MLSS/L (Tablica 9). U svim pokusima 

određeno je povećanje brzine nitrifikacije s povećanjem koncentracije NH4-N (Tablice 8 i 9). 

Tijek procesa nitrifikacije prati istovremeno nakupljanje i NO2-N i NO3-N i daljnju oksidaciju 

NO2-N do NO3-N (Slika 14). Povećanje početne koncentracije NH4-N bilježi više nakupljanje 

NO2-N koji se prevodi u NO3-N. Nakupljeni NO2-N je činio oko 16% od početne vrijednosti 

500±14 mg NH4-N/L pri pH 7,2±0,2, odnosno oko 19% od početne vrijednosti 500±9 mg NH4-

N/L pri pH 8,0±0,1 kao i oko 20% od početne vrijednosti 200±9 mg NH4-N/L pri pH 7,2±0,2 

(Slika 14). 

U literaturi je istaknuto da je najvažniji parametar akumulacije NO2-N omjer amonijaka i kisika 

i da se značajno akumulira NO2-N pri omjeru NH3/O2 < 5 [233]. Omjer NH3/O2 nije bio 

ograničavajući čimbenik u pokusima nitrifikacije u ovoj disertaciji (Tablice 8 i 9, Slika 14).  

Rezultati uobičajenih promjena tijekom procesa nitrifikacije, a koje su odraz mikrobnih reakcija 

nitritacije i nitratacije za odabrani pokus sa 200±9 mg NH4-N/L, pri pH 7,2±0,2, pri DO≥2mg/L 

sa 1,5 g MLSS/L, pokazuju da su tijekom oksidacije NH4-N akumulirani NO2-N i NO3-N, 

oksidacija je provedena tijekom 10 sati, uz maksimalno nakupljanje 36,6 mg NO2-N/L i 

daljnjom provedbom procesa u aerobnim uvjetima NO2-N je preveden u NO3-N/L (Slika 14). 
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Tijekom oksidacije NH4-N i nakupljanja NO2-N i NO3-N snižavala se pH vrijednosti i bilo je 

potrebno činiti korekciju pH vrijednosti na odabrani pH. Nije bilo potrebno provoditi korekciju 

pH u procesu nitratacije, oksidacije NO2-N u NO3-N. 

U profilu otopljenog kisika lako se može prepoznati kada je završena oksidacija NH4-N, 

prepoznaje se u profilu DO «kisikov lakat» - točka naglog porasta vrijednosti DO (Slika 14), 

budući je veća potreba na kisiku tijekom procesa oksidacije NH4-N za aktivnost AOB vrsta, 

dok se oksidacija NO2-N zbiva uz znatno manju potrebu na kisiku za aktivnost NOB vrsta 

[224,234,235]. Tijekom oksidacije NH4-N koncentracija otopljenog kisika je iznosila oko 2,1 

mg/L, a po završetku oksidacije NH4-N koncentracija otopljenog kisika je naglo porasla na 3,2 

mg/L i pri tome se zbivala nitratacija, daljnja oksidacija preostalih NO2-N (Slika 14). U procesu 

nitrifikacije za oksidaciju amonijaka do NO2-N potreba na kisiku je 3,43 mg O2/mg NH3-N, a 

za oksidaciju NO2-N do NO3-N 1,14 mg O2/mg NO2-N [2,26]. 

Koncentracija slobodnog amonijaka, NH3-N bila je najveća na početku pokusa i iznosila je 1,7 

mg NH3-N/L a kroz proces oksidacije NH4-N smanjivala se i koncentracija NH3-N i bila je 

ispod inhibitornog praga vrijednosti [236]. Akumulaciju NO2-N pratila je akumulacija HNO2-

N, koja je porasla s početnih 0 μg/L na maksimalnih 7,1 μg/L u trenutku maksimalne 

koncentracije NO2-N od 36,6 mgNO2-N/L u 10. satu, a nakon toga se smanjivala kao i 

koncentracija NO2-N. HNO2-N nije uzrokovala inhibiciju procesa, jer nije bila u rasponu 

koncentracija za koje se u literaturi navodi da ima inhibicijski učinak [236]. Istraživanja su 

pokazala da nema inhibicije nitrifikacije pri koncentraciji slobodnog amonijaka manjoj od 0,1-

1,0 mg/L (u ovoj studiji je bila 1,7 mgFA/L na početku, 1,0 mgFA/L nakon 30 minuta, 0,8 mg 

FA/L nakon sat vremena) i pri koncentraciji slobodne nitritne kiseline manjoj od 0,2-2,8 mg/L, 

a pri koncentraciji slobodne nitritne kiseline većoj od 0,2-2,8 mg/L inhibirani su samo NOB 

[236]. Pri pH >8,0 inhibitor procesa nitrifikacije je slobodni amonijak, za niže koncentracije 

slobodnog amonijaka u odnosu na HNO2 inhbiraju se nitrifikanti, a pri pH<7,5 glavni inhibitor 

je HNO2. Za provođenje procesa nitrifikacije važno je da koncentracija slobodnog amonijaka 

bude ispod 1 mg/L [236]. 

 

5.1.2. Nitrifikacija u ovisnosti o pH 

Na proces nitrifikacije pH ima snažan učinak jer utječe na brzinu rasta bakterija i modificira 

kiselo-bazne ravnoteže NO2
-/HNO2 i NH4

+/NH3 i time utječe na dostupnost supstrata za AOB 

i NOB [2,3]. U literaturi je istaknuto da je brzina nitrifikacije konstantna pri rasponu pH 7,2-

8,0 [2,26]. U istraženim pokusima nitrifikacije pri pH 7,2±0,2 (Tablica 8) i pH 8,0±0,1 (Tablica 
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9) učinak pH na brzinu oksidacije NH4-N i nitrifikacije prepoznaje se na način da viši odabrani 

pH rezultira većom brzinom oksidacije NH4-N i većom brzinom nitrifikacije (Tablice 8 i 9). 

Odabrane i istražene vrijednosti pH nisu imale ograničavajući čimbenik na proces nitrifikacije.  

 

5.1.3. Količina mikrobne biomase u funkciji učinkovitosti nitrifikacije 

Nitrifikacija do 500 mg NH4-N/L istražena je pri koncentraciji mikrobne biomase 1,5±0,3 g 

MLSS/L, 2,8±0,2 g MLSS/L i 4,2±0,2 g MLSS/L pri pH 7,2±0,2 (Tablica 8), i 1,4±0,2 g 

MLSS/L, 2,6±0,3 g MLSS/L i 3,9±0,3 g MLSS/L pri pH 8,0±0,1 (Tablica 9), s ciljem 

određivanja učinka koncentracije mikrobne biomase na brzinu uklanjanja N kao i određivanja 

i dokazivanja aktivnost nitrificirajućih vrsta, AOB i NOB. Odabrane pH vrijednosti, pH 7,2±0,2 

i pH 8,0±0,1 nisu imale inhibirajući - ograničavajući učinak na aktivnost nitrificirajućih vrsta. 

Povećanjem koncentracije mikrobne biomase povećavala se brzina oksidacije NH4-N, brzina 

nitrifikacije kao i specifična brzina nitrifikacije, neovisno o početnoj koncentraciji NH4-N pri 

odabranim/istraženim vrijednostima pH (Tablice 8 i 9). Brzina oksidacije NH4-N pri pH 

7,2±0,2 za istraženih početnih 100±5 mg NH4-N/L i 500±14 mg NH4-N/L povećala se od 

17,9±0,5 mg NH4-N/Lh do 31,0±0,3 mg NH4-N/Lh (pri 1,5±0,3 g MLSS/L), pri 2,8±0,2 g 

MLSS/L od 30,4±0,4 mg NH4-N/Lh do 38,5±0,6 mg NH4-N/Lh, odnosno pri 4,2±0,2 g 

MLSS/L povećala se od 38,4±1,1 mg NH4-N/Lh do 54,2±0,7 mg NH4-N/Lh (Tablica 8). 

Povećanje brzine oksidacije NH4-N pri pH 8,0±0,1 za istraženih početnih 100±7 mg NH4-N/L 

i 500±9 mg NH4-N/L iznosilo je od 18,8±0,2 mg NH4-N/Lh do 32,8±0,2 mg NH4-N/Lh (pri 

1,4±0,2 g MLSS/L), iznosilo je od 30,9±0,8 mg NH4-N/Lh do 39,6±0,5 mg NH4-N/Lh (pri 

2,6±0,3 g MLSS/L), odnosno pri 3,9±0,3 g MLSS/L povećanje od 42,1±1,0 mg NH4-N/Lh do 

59,9±0,6 mg NH4-N/Lh (Tablica 9). 

Ostvarene su brzine nitrifikacije pri pH 7,2±0,2 s 1,5±0,3 g MLSS/L od 10,4±0,9 mg N/Lh pri 

početnih 100±5 mg NH4-N/L i 22,6±0,7 mg N/Lh pri početnih 500±14 mg NH4-N/L, kao i 

15,2±0,5 mg N/Lh pri početnih 100±5 mg NH4-N/L i 27,9±0,6 mg N/Lh pri početnih 500±14 

mg NH4-N/L s 2,8±0,2 g MLSS/L, odnosno s 4,2±0,2 g MLSS/L od 21,7±0,4 mg N/Lh pri 

početnih 100±5 mg NH4-N/L i 32,9±0,9 mg N/Lh pri početnih 500±14 mg NH4-N/L (Tablica 

8). Određene su brzine nitrifikacije pri pH 8,0±0,1 od 11,5±0,4 mg N/Lh pri početnih 100±7 

mg NH4-N/L i 25,0±0,2 mg N/Lh pri početnih 500±9 mg NH4-N/L s 1,4±0,2 g MLSS/L, kao i 

20,0±0,5 mg N/Lh pri početnih 100±7 mg NH4-N/L i 30,3±0,3 mg N/Lh pri početnih 500±9 

mg NH4-N/L s 2,6±0,3 g MLSS/L, odnosno 29,4±0,7 mg N/Lh pri početnih 100±7 mg NH4-

N/L i 40,7±0,4 mg N/Lh pri početnih 500±9 mg NH4-N/L s 3,9±0,3 g MLSS/L (Tablica 9). 
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Izračunata specifična brzina nitrifikacije također se povećavala s povećanjem koncentracije 

mikrobne biomase za sve istražene početne koncentracije NH4-N (Tablice 8 i 9).  

U procesu nitrifikacije profili pH i DO su uobičajeni za proces nitrifikacije. U točki potpune 

oksidacije NH4-N bilježi se najveća količina nakupljenog NO2-N, kao i točka porasta DO. 

Nakon završetka oksidacije NH4-N, koncentracija otopljenog kisika je naglo porasla i pri tome 

se odvijala daljnja oksidacija akumuliranih NO2-N do NO3-N (Slika 14). U pokusima je 

opaženo da je utrošak kisika proporcionalan količini mikrobne biomase. 

 

5.2. Učinkovitost parcijalne nitrifikacije 

Otpadne vode niskog omjera KPK/N, poput otpadnih voda grada, zahtijevaju dodatak vanjskog 

izvora ugljika za učinkovito uklanjanje N što značajno povećava operativne troškove. 

Parcijalna nitrifikacija (PN) i potom denitrifikacija, nitritacija-denitritacija, je alternativa u 

rješenju takvih izazova budući da je potreba na otopljenom kisiku manja za 25% a potreba na 

organskim sastojcima kao donorima elektrona manja za 40% u odnosnu na nitrifikaciju–

denitrifikaciju. Također, u procesu nitritacije-denitritacije manja je produkcija mulja što 

doprinosi i uštedi pri rukovanju muljem, odlaganju/zbrinjavanju mulja [237-239]. 

Dušik u otpadnoj vodi predstavlja ozbiljan ekološki problem i izazov za prijemne vode, zbog 

toksičnog učinka na vodene organizme i eutrofikacije. Prisutan je kao otopljeni amonijak 

(NH4
+), nitrit (NO2

-), nitrat (NO3
-) i organski spojevi (aminokiseline, CN) [240]. Spajanje 

nitritacije s denitritacijom zahtijeva kontrolu parametara za uspješnu implementaciju, 

uključujući kontrolu pH, DO, temperature i SRT/HRT, s ciljem suzbijanja rasta NOB i 

promicanja rasta AOB. Općenito, zabilježeno je da temperatura 30–40 °C, pH 7–8, DO 

<0,5 mg/L i HRT/SRT ≈1 dan suzbijaju rast NOB [241]. 

Pri 5-20 °C brže rastu NO2-N oksidirajuće vrste od NH4-N oksidirajućih vrsta što ide u prilog 

produkciji NO3-N [183], dok temperature 30-40 °C promiču aktivnost AOB a susprežu 

aktivnost NOB. Aktivnost NOB ograničavaju i visoke koncentracije NH4
+ i NO2

- jer se 

disociraju na FA (slobodni amonijak) odnosno FNA (slobodnu nitratnu kiselinu), a toksičniji 

su za NOB u sporedbi s AOB [236,242]. Inhibitorne koncentracije FA i FNA za NOB su 0,10-

1,00 mg/L i 0,011-0,070 mg/L, dok je za AOB 10,00-150,00 mg/L odnosno oko 0,40 mg/L 

[236,243]. 

Čimbenici koji su povoljni za proces parcijalne nitrifikacije su pH>8,0 i koncentracija DO <2 

mg/L [244-246]. Koeficijenti zasićenja kisikom za proces nitritacije i nitratacije iznose 0,3 

mg/L, odnosno 1,1 mg/L, te se održavanjem niske koncentracije otopljenog kisika mogu postići 
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uvjeti povoljni za akumulaciju nitrita [247]. Kontroliranjem određenih kritičnih varijabli 

procesa nitrifikacije poput DO, pH, brzine opterećenja dušikom (NLR) ili koncentracije 

supstrata i inhibitora procesa moguće je postići nitritaciju. 

U istraživanju parcijalne nitrifikacije početne koncentracije 30±1 mg NH4-N/L, 50±3 mg NH4-

N/L i 100±5 mg NH4-N/L pri pH 8,0±0,1, koncentraciji otopljenog kisika 0,8-1 mg DO/L i 

koncentraciji mikrobne biomase 1,5±0,1 g MLSS/L i 3,0±0,1 g MLSS/L uočava se da s 

porastom koncentracije NH4-N raste brzina uklanjanja NH4-N za obje istražene početne 

koncentracije mikrobne biomase (Tablice 9-15). Također, zabilježena je izražena aktivnost 

AOB vrsta u provođenju nitritacije, te je prosječno postignuto od 58-68% prevođenje NH4-N u 

NO2-N, odnosno znatno je manje zabilježeno nakupljanje NO3-N (prosječno oko 25-32%) 

(Tablice 9-15).  

Biološko uklanjanje dušika putem parcijalne nitrifikacije od velikog je interesa jer je ekonomski 

isplativiji proces u odnosu na konvencionalne procese nitrifikacije i denitrifikacije. 

 

5.3. Učinkovitost istovremene nitrifikacije i denitrifikacije 

U obradi otpadnih voda odabir i optimizacija bioprocesa izazovan je zadatak za istraživače, 

znanstvenike i inženjere, posebice za provedbu procesa uklanjanja N iz otpadnih voda s niskim 

udjelom organskih sastojaka (KPK) i visokim udjelom dušika. Uobičajeno se uklanjanje dušika 

u tradicionalnim sustavima za obradu otpadnih voda postiže ili u više faza obrade pri različitim 

koncentracijama DO, ili primjenom naizmjeničnih aerobnih i anoksičnih uvjeta u istom 

reaktoru [2,181,215]. 

Istovremena nitrifikacija i denitrifikacija (SND) prvi put je opisana kada je zapažen gubitak 

dušika iz sustava za obradu otpadne vode a zbiva se kada se nitrifikacija i denitrifikacija 

provode u isto vrijeme u istom reaktoru. Poznata je i pod nazivom aerobna denitrifikacija. U 

istovremenoj nitrifikaciji i denitrifikaciji koncentracija kisika održava se u stalno kontroliranim 

uvjetima u istom reaktoru, u vremenu i prostoru, kako bi se postigla aktivnost heterotrofne 

nitrifikacije i aerobne denitrifikacije [2]. 

Heterotrofni nitrifikanti imaju brojne prednosti u odnosu na autotrofne nitrifikante, poput: brži 

rast i održavanje aktivne biomase tijekom procesa obrade, sposobnost iskorištavanja širokog 

raspona supstrata, bolja tolerancija na niske temperature, niži kapacitet puferiranja zbog 

lužnatosti proizvedene tijekom denitrifikacije koja djelomično nadoknađuje lužnatost 

potrošenu u nitrifikaciji i čime se dodatno rješava problem dodatnih troškova za podešavanje 

pH, u efluentu procesa SND nisu prisutni NO2-N i NO3-N zbog istovremene heterotrofne 
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nitrifikacije i aerobne denitrifikacije, te općenito jednostavnost postupka koji rezultira 

uklanjanjem amonijaka i organskih tvari u kraćem vremenu [26,181,215,216].  

Obrada otpadnih voda kao zahtijevan dinamički proces ovisi i o operativnim čimbenicima i o 

sastavu i strukturi mikrobne zajednice. U dosadašnjim istraživanjima procesa SND istražena je 

i istaknuta uloga brojnih čimbenika, poput: izvor ugljika, omjer C/N, temperatura, osjetljivost 

procesa s obzirom na DO, akumulacija nitrita, veličina flokula i drugo [178,215,248]. Proces 

SND karakteriziran je gradijentom DO u mikrobnoj flokuli [178,249,250], pri čemu se u 

mikrobnoj zajednici flokule kreiraju mikro-okolišni uvjeti i difuzijska limitacija kisikom prema 

centru flokule, a time i raspored nitrifikanata u aerobnom dijelu flokula koji karakterizira DO 

1-2 mg/L i denitrifikanata u anoksičnoj zoni u uvjetima <0,5 mg DO/L, koji osiguravaju 

istovremenu nitrifikaciju i denitrifikaciju [251]. 

Istovremena nitrifikacija i denitrifikacija podrazumijeva da se nitrifikacija i denitrifikacija 

provode istovremeno u identičnim operativnim-procesnim uvjetima [252]. Na sustavima za 

obradu otpadnih voda uklanjanje dušika putem SND nije uobičajeno, unatoč brojnim 

prednostima SND u odnosu na konvencionalne procese uklanjanja dušika, iz razloga što se 

proces SND smatra nepredvidljivim [253]. Brojni čimbenici utječu na proces SND: 

koncentracija otopljenog kisika, temperatura, omjer C/N, izvor ugljika, pH, vrijeme 

zadržavanja mulja (SRT) i veličina i struktura flokula. Zbog gradijenta kisika u mikrobnim 

flokulama odnosno ograničenja difuzije stvaraju se anoksične zone unutar flokula koje 

osiguravaju uvjete istovremene nitrifikacije i denitrifikacije. Pri tome, u unutrašnjosti flokule 

se zbiva denitrifikacija a u vanjskom dijelu flokule nitrifikacija [148,158,168,254]. 

Za provedbu SND povoljni su uvjeti koncentracije DO u rasponu od 0,1-1,0 mg/L i niži omjer 

C/N sve dok su spojevi sa ugljikom dostupni za denitrificirajuće bakterije. Koncentracija DO 

od 0,1-1,0 mg/L se mora održavati na odgovarajućoj razini u SND reaktoru zbog postizanja 

ravnoteže između procesa nitrifikacije i denitrifikacije. Ipak, u konvencionalnom procesu 

aktivnog mulja smanjenje koncentracije otopljenog kisika do tih razina koncentracije nije 

poželjno jer potiče filamentozni rast i narušava stabilnost procesa [156,255]. 

U procesu SND procesi nitrifikacije i denitrifikacije se zbivaju pri manjim brzinama, ali uz 

odgovarajuće hidrauličko vrijeme zadržavanja (HRT) i zadržavanje mulja (SRT) moguće je 

postići značajno cjelokupno uklanjanje dušika [2]. Operativni čimbenici koji su povoljni za 

SND su: pH neutralne do slabo lužnate vrijednosti, temperatura u rasponu 20-30 °C, izvor 

ugljika kao jedan od glavnih limitirajućih čimbenika nitrifikacije/denitrifikacije koji rezultira 

niskim uklanjanjem N uz neodgovarajući izvor ugljika, omjer C/N, a kao optimalni omjer C/N 

se navodi između 2 do >15 [99], i DO za kojeg se navode različiti rasponi 
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[149,150,152,155,158]. U istraživanju uloge omjera C/N u ravnoteži dušika i rastu bakterija 

utvrđeno je da se metabolička podjela između asimilacije i disanja dogodila tijekom aerobne 

denitrifikacije zajedno s povećanim omjerom C/N, a omjer C/N 5-7,5 mogao bi biti područje 

preokreta [256]. 

Na sustavima za obradu otpadne vode influent obično sadrži organske sastojke koji mogu 

poslužiti za redukciju NO2-N i NO3-N, a za poboljšanje izvedbe procesa denitrifikacije 

primjenjuje se dodavanje lako biološki razgradivog organskog sastojka kao vanjskog izvora 

ugljika. Manje je ugljika potrebno u sustavu SND u usporedbi s konvencionalnim procesima 

uklanjanja N jer se nitrifikacija i denitrifikacija postižu u istom reaktoru. Mikroorganizmi mogu 

pohraniti unutar stanice organski supstrat i zatim ga koristiti kao izvor ugljika za heterotrofnu 

nitrifikaciju i aerobnu denitrifikaciju [249]. Da bi se istaknuo značaj procesa SND u obradi 

otpadnih voda bitno je razumijevanje: (i) mehanizama uključenih u proces SND, (ii) učinka 

bioprocesnih čimbenika poput pH, DO, temperature, izvora ugljika, omjera C/N, primijenjenih 

reaktora, (ii) uloge strukture mikrobne zajednice i mikrookolišnih karakteristika u sustavu 

uklanjanja N. 

Rezultati istraživanja procesa SND u kojima je istražena aktivnost heterotrofnih nitrifikanata - 

aerobnih denitrifikanata u pokusima sa 40±5 mg NH4-N/L i 80±2 mg NH4-N/L, uz organske 

sastojke pri omjeru KPK/N 10 i 20 što odgovara omjeru C/N 5 i 10 (Tablice 17, 18, 19 i 20 i 

Slike 15, 16, 17 i 18), pokazuju da uz acetat kao odabrani vanjski izvor ugljika dodan za 

odabrani omjer C/N odnosno KPK/N brzina oksidacije NH4-N raste s povećanjem omjera 

KPK/N (Tablice 17, 18, 19 i 20). Brzine oksidacije 40±5 mg NH4-N/L su iznosile 11,5 mg NH4-

N/Lh i 11,7 mg NH4-N/Lh pri omjerima KPK/N 10 i 20 (Tablice 17 i 18), a za početnih 80±2 

mg NH4-N/L su iznosile 14,4 mg NH4-N/Lh odnosno 12,1 mg NH4-N/Lh (Tablice 19 i 20).  

Brzine oksidacije organskih sastojaka izraženih kao KPK u točki potpune oksidacije NH4-N, za 

početnih 40±5 mg NH4-N/L pri KPK/N 10 i 20, su iznosile 168 mg KPK/Lh odnosno 267,2 mg 

KPK/Lh. Za početnih 80±2 mg NH4-N/L za odabrane omjere KPK/N 10 i 20 brzine oksidacije 

organskih sastojaka u točki potpune oksidacije NH4-N su iznosile 201,8 mg KPK/Lh odnosno 

264,9 mg KPK/Lh (Tablice 17, 18, 19 i 20). 

U pokusima heterotrofne nitrifikacije-aerobne denitrifikacije oksidacijom NH4-N nije nastala 

ekvivalentna količina NO×-N (NO2-N + NO3-N), a gubitak N je iznosio 77% pri KPK/N 10, 

odnosno 81,8% pri omjeru KPK/N 20 za početnih 40±5 mg NH4-N/L (Tablice 17 i 18). U 

pokusu s početnih 80±2 mg NH4-N/L postignuto je uklanjanje N od 72,2% pri KPK/N 10 i 

77,4% pri KPK/N 20 (Tablice 19 i 20). 
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Tijek procesa SND prikazan za odabrani pokus 40±5 mg NH4-N/L pri omjeru KPK/N 10 (Slika 

16) prati istovremena redukcija organskih sastojaka izraženih kao KPK i NO2-N odnosno NO3-

N, što prati porast pH vrijednosti. Denitrifikacijom NO3-N nastaje i nestaje NO2-N. Profil 

otopljenog kisika u pokusu heterotrofne nitrifikacije-aerobne denitrifikacije (Slika 17) je odraz 

mikrobnih reakcija, u kojima se bilježi intenzivni utrošak otopljenog kisika tijekom 

istovremene oksidacije organskih sastojaka (KPK) i NH4-N. U profilu DO jasno se može 

prepoznati trenutak kada su organski sastojci (KPK) potpuno oksidirani jer je tada naglo porasla 

koncentracija DO. Daljnjom oksidacijom preostalog NH4-N i nakupljenog NO2-N vrijednost 

koncentracije DO se održavala ustaljenom, a u trenutku potpune oksidacije NH4-N otopljeni 

kisik u profilu DO se prepoznaje kao točka porasta DO. Profil pH tijekom heterotrofne 

nitrifikacije-aerobne denitrifikacije (Slika 18) je isti u svim pokusima a odražavao je promjene 

tijekom mikrobnih reakcija. Na početku svakog pokusa nitrifikacije pH je porastao što je 

povezano s oksidacijom organskih sastojaka (KPK).  

 

5.4. Učinkovitost denitrifikacije NO3-N u ovisnosti o omjeru KPK/N i 

količini mikrobne biomase 

Proces denitrifikacije, poznat i kao disimilatorna redukcija nitrata, zbiva se u slijednim 

koracima, pri anoksičnim uvjetima koji označavaju biološki proces u kojem su NO3-N i/ili NO2-

N akceptori elektrona, a donori elektrona se osiguravaju ili iz organskih sastojaka iz otpadne 

vode ili kao dodani vanjski izvori ugljika ili unutarstanično pohranjeni izvori ugljika 

[2,10,26,257,258].  

Slijed reakcija u mikrobnoj konverziji dušika prikazan je Slikom 46. 

 

 

Slika 46. Slijed reakcija u mikrobnoj konverziji dušika (preuzeto i prilagođeno [3]) 

 

Učinak početne koncentracije nitrata, količine mikrobne biomase i raspoložive koncentracije 

organskih sastojaka kao donora elektrona (omjer KPK/N) na brzinu i učinkovitost 
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denitrifikacije istražen je pri koncentracijama nitrata 30±4, 50±5 i 70±5 mg NO3-N/L, s 1,5±0,3 

g MLSS/L i 3,0±0,3 g MLSS/L, pri KPK/N 5, 10 i 20 (Slika 19). 

Brzina denitrifikacije NO3-N povećava se s porastom koncentracije nitrata, i s porastom 

koncentracije mikrobne biomase. Tako je u pokusima s 1,5±0,3 g MLSS/L brzina denitrifikacije 

porasla s 9,4±0,4 mg NO3-N/Lh (za početnih 30±4 mg NO3-N/L) na 11,6±0,7 mg NO3-N/Lh 

(za početnih 70±5 mg NO3-N/L) pri omjeru KPK/N 10, odnosno s 9,7±0,5 mg NO3-N/Lh (za 

početnih 30±4 mg NO3-N/L) na 13,3±0,4 mg NO3-N/Lh (za početnih 70±5 mg NO3-N/L) pri 

omjeru KPK/N 20. Porast omjera KPK/N rezultirao je blagim porastom brzine denitrifikacije 

(Slika 19). Isti trend povećanja brzine denitrifikacije s povećanjem početne koncentracije NO3-

N zabilježen je i u pokusima s većom količinom mikrobne biomase. Tako, u pokusima s 3,0±0,3 

g MLSS/L brzina denitrifikacije je porasla s 15,5±0,3 mg NO3-N/Lh (za početnih 30±4 mg 

NO3-N/L) na 17,8±0,6 mg NO3-N/Lh (za početnih 70±5 mg NO3-N/Lh) pri omjeru KPK/N 10, 

odnosno pri omjeru KPK/N 20 brzina denitrifikacije se povećala s 16±0,6 mg NO3-N/Lh (za 

početnih 30±4 mg NO3-N/L) na 20,9±0,4 mg NO3-N/Lh (za početnih 70±5 mg NO3-N/L) (Slika 

19). Brzina denitrifikacije NO3-N s 3,0±0,2 g MLSS/L je bila veća u prosjeku za 1,7 puta u 

odnosu na brzinu denitrifikacije NO3-N s 1,5±0,2 g MLSS/L (Slika 19). 

U pokusima denitrifikacije NO3-N pri KPK/N 5 količina raspoloživih organskih sastojaka je 

limitirajući čimbenik, nije bilo dostatno organskih sastojaka izraženih kao KPK i s tom 

raspoloživom količinom organskih sastojaka ostvarena je oko 70% denitrifikacija NO3-N, te pri 

KPK/N 5 nije izračunata brzina denitrifikacije (Slika 19). 

Lee i sur. [59] su zabilježili porast brzine denitrifikacije s nitratom kao akceptorom elektrona i 

s natrijevim acetatom kao izvorom ugljika koja je rasla s porastom omjera C/N i iznosila: C/N 

0 (59,0±0,0 μg N/g VSS,d) < C/N 2,57 (1379,0±0,0 μg N/g VSS,d) < C/N 1,28 (2186,0±143,8 

μg N/g VSS,d) < C/N 12,85 (2345,0±680,6 μg N/g VSS,d) < C/N 5,14 (3017,0±44,7 μg N/g 

VSS,d). 

Brzina i učinkovitost denitrifikacije ovise o koncentraciji nitrata i/ili nitrita, koncentraciji 

funkcionalnih mikroorganizama kao i raspoloživom topljivom organskom ugljiku [259]. 

Razlike u kinetici denitrifikacije rezultat su neravnoteže između raspoložive sveukupne 

količine elektron donora i brzine potrošnje, pa se akumulacija intermedijera denitrifikacije 

pripisuje kompeticiji za dostupne elektron donore između četiri dušikove reduktaze. U uvjetima 

kada je dovoljno elektron donora NO3-N se brže reducira od NO2-N, jer je brzina katalize NaR 

veća od NiR [221]. 
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Primjena vanjskog izvora ugljika za denitrifikaciju postaje neophodna u obradi otpadnih voda, 

posebice otpadnih voda niskog omjera C/N, da bi se postigle stroge zakonske regulative [15] 

izlaznih vrijednosti spojeva s dušikom (Tablica 25). 

 

Tablica 25. Granične vrijednosti emisija onečišćujućih tvari u otpadnim vodama za neke 

odabrane pokazatelje [15] 

 

Pokazatelji 

Zabrana 

ispuštanja 

u 

podzemne 

vode 

Izraženi 

kao 

Jedinica Površinske 

vode 

Sustav javne 

odvodnje 

FIKIZALNO-KEMIJSKI POKAZATELJI 

pH-vrijednost    6,5-9,0 6,5-9,5 

Temperatura   °C 30 40 

ORGANSKI POKAZATELJI 

BPK5  O2 mg/L 25 sukladno čl. 5. 

Pravilnika [15] 

KPKCr  O2 mg/L 125 sukladno čl. 5. 

Pravilnika [15] 

Ukupni 

organski 

ugljik (TOC) 

  

C 

 

mg/L 

 

30 

 

- 

ANORGANSKI POKAZATELJI 

Ukupni fosfor  P mg/L 2 (1 jezera) sukladno čl. 5. 

Pravilnika [15] 

Ortofosfati  P mg/L 1 (0,5 jezera) - 

Ukupni dušik  N mg/L 15 sukladno čl. 5. 

Pravilnika [15] 

Amonij  N mg/L 10 - 

Nitriti  N mg/L 1 10 

Nitrati  N mg/L 2 - 

 

Prilikom odabira vanjskog izvora ugljika za denitrifikaciju potrebno je uzeti u obzir brzinu i 

učinkovitost denitrifikacije, sigurnost pohrane izvora ugljika, cijenu i količinu proizvedenog 

mulja [260], međutim, ukoliko se kao vanjski izvor ugljika dodaje kemikalija, poput primjerice 

acetata, to predstavlja trošak procesa denitrifikacije, posebice na uređajima za biološku obradu 

otpadnih voda [257]. Granične vrijednosti emisija otpadnih voda koje se ispuštaju u vode ili u 

sustav javne odvodnje, utvrđuju se dozvoljenim koncentracijama onečišćujućih tvari i/ili 

opterećenjima u otpadnim vodama. Kod ispuštanja pročišćenih komunalnih otpadnih voda, 

pored koncentracija onečišćujućih tvari i/ili opterećenja u otpadnim vodama, potrebno je 

utvrditi i postotak smanjenja onečišćenja na uređaju za pročišćavanje otpadnih voda [15]. 
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Količina utrošenih raspoloživih organskih sastojaka u ciljanim pokusima denitrifikacije 

početnih koncentracija nitrata 30±4-70±5 mg NO3-N/L, izražena je kao omjer utrošenih 

organskih sastojaka izraženih kao KPK za redukciju NO3-N i reduciranih NO3-N, 

∆KPK/∆NO3-N, a pozitivno korelira sa količinom mikrobne biomase, kao i s povećanjem 

omjera KPK/N (Slika 20). Tako je pri koncentraciji mikrobne biomase 1,5±0,3 g MLSS/L i 

omjeru KPK/N 5 omjer ∆KPK/∆NO3-N bio 3,7±0,4-3,9±0,6 (za ostvarenih 70% 

denitrifikacije), a pri 3,0±0,3 g MLSS/L i omjeru KPK/N 5 omjer ∆KPK/∆NO3-N iznosio je 

6,9±0,7-7,2±0,5 (za ostvarenih 70% denitrifikacije) (Slika 20). Pri koncentraciji mikrobne 

biomase 1,5±0,3 g MLSS/L i omjeru KPK/N 10 omjer ∆KPK/∆NO3-N bio je u uskom rasponu 

vrijednosti, 4,1±0,7-4,2±0,5, a povećanje mikrobne biomase na 3,0±0,3 g MLSS/L pri omjeru 

KPK/N 10 rezultiralo je porastom omjera ∆KPK/∆NO3-N koji je bio u rasponu 5,9±0,4-

7,9±0,8, odnosno povećao se u prosjeku za oko 1,66 puta s povećanjem mikrobne biomase pri 

KPK/N 10 (Slika 20). Daljnje povećanje omjera KPK/N na 20, s 1,5±0,3 g MLSS/L je 

rezultiralo omjerom ∆KPK/∆NO3-N koji je bio u rasponu 6,9±0,7-8,7±0,4, a s 3,0±0,3 g 

MLSS/L pri omjeru KPK/N 20 omjer ∆KPK/∆NO3-N je bio u rasponu 9,4±1,1-12±0,6, što je 

povećanje u prosjeku za oko 1,37 puta s povećanjem mikrobne biomase pri KPK/N 20 (Slika 

20). Povećanje omjera KPK/N je rezultiralo povećanjem utroška organskih sastojaka izraženih 

kao KPK za denitrifikaciju NO3-N izraženo omjerom ∆KPK/∆NO3-N, a taj omjer 

∆KPK/∆NO3-N u pokusima s 1,5±0,3 g MLSS/L je veći u prosjeku za oko 1,88 puta pri KPK/N 

20 u odnosu na KPK/N 10, a u pokusima s 3,0±0,3 g MLSS/L omjer ∆KPK/∆NO3-N veći je u 

prosjeku za oko 1,56 puta pri KPK/N 20 u odnosnu na KPK/N 10 (Slika 20).  

Povećanje koncentracije mikrobne biomase je dovelo do porasta utroška organskih sastojaka, 

izraženo preko omjera ∆KPK/∆NO3-N, jer veća količina mikrobne biomasa ima veću potrebu 

na organskim sastojcima, a mikroorganizmi u uvjetima obilja organskih sastojaka dio organskih 

sastojaka utroše za rast i održavanje mikrobnih stanica, dio za denitrifikaciju, a dio pospreme 

kao unutarstanične rezerve ugljika, primjerice u obliku PHA. Ako se acetat koristi kao izvor 

ugljika, tada su polihidroksialkanoati u obliku polihidroksibutirata. Unutarstanični poliesteri, 

PHA, mogu biti donori elektrona u anaerobnim i aerobnim uvjetima [261]. PHA djeluje kao 

kanal za unutarstaničnu reducirajuću snagu i osigurava izvor ugljika za metaboličke 

intermedijere da balansira pohranu i korištenje ugljika i energije [262,263]. Kada se 

mikroorganizmi nađu u stresnim uvjetima, poput primjerice u režimu hranjenja obilje-

gladovanje (engl. feast-famine), mikroorganizmi u fazi obilja pohranjuju PHA, i zatim u fazi 

gladovanja troše unutarstanične rezerve PHA. Ipak, endogena oksidacija PHA je sporija šest 

puta od oksidacije vanjskog izvora ugljika [263].  



104 
 

Cilj biološke denitrifikacije je redukcija NO3-N i/ili NO2-N za čiju je uspješnu i učinkovitu 

provedbu potrebno osigurati odgovarajuću količinu organskih sastojaka (KPK) odnosno 

odgovarajuću količinu elektron donora za redukciju NOx-N. U procesu uklanjanja dušika odvija 

se kombinacija asimilacije i disimilacije dušika. Korištenje dušika zbog staničnog rasta 

predstavlja asimilaciju dušika, a nitrifikacija i denitrifikacija predstavljaju disimilaciju dušika. 

Dovoljna količina dušika se osigurava pri omjeru KPK/N 20. Niski omjer KPK/N, < 5-10, ne 

osigurava dovoljno organskih sastojaka za denitrifikaciju ili rast stanica, a pri visokom omjeru 

KPK/N, > 20-30, nema dovoljno izvora dušika za stanični rast [264]. U literaturi se navode 

različite vrijednosti potrebne količine organskih sastojaka za redukciju NOx-N, izraženo kao 

omjer KPK/N odnosno C/N. Tako Barth i sur. [265] navode potrebu od 4 g BPK po gramu 

reduciranog NO3
-, dok Gerardi [26] navodi da je za redukciju nitrata i nitrita potreban omjer 

KPK/N 3. Lee i sur. [266] su postigli potpunu denitrifikaciju s natrijevim acetatom kao izvorom 

ugljika s početnom koncentracijom nitrata 75,9 i 151,6 mg NO3-N/L pri omjerima C/N 5,14 i 

12,85, a omjeri C/N 0, 1,28 i 2,57 nisu bili dovoljni za potpunu denitrifikaciju. Potpuna 

denitrifikacija, bez uzimanja u obzir rasta mikroorganizama, zahtijeva 2,853 g KPKPHA/g N za 

hidroksibutirat, i 2,855 g KPKPHA/g N za hidroksivalerat [263]. Santorio i sur. [263] navode da 

je u šaržnim pokusima koji su optimizirani za određivanje specifične denitrificirajuće aktivnosti 

mulja sa unutarstaničnim rezervama PHA kao izvorom ugljika pokazano da su optimalni uvjeti 

koncentracija mikrobne biomase 0,5-2,0 g VSS/L, koncentracija nitrata 40-60 mg NO3-N/L i 

omjer KPKPHA/N veći od 5,4. Autori ističu da ukoliko je koncentracija PHA u biomasi manja 

od 5%, mikroorganizmi neće koristiti PHA za denitrifikaciju nego će sačuvati PHA kao izvor 

ugljika.  

Kao izvor elektrona za denitrifikaciju, izvor C, uporabljen je natrijev acetat, dodan u 

odgovarajućoj količini za odabrani početni omjer KPK/N odnosno C/N, prema početnoj 

vrijednosti nitrita odnosno nitrata. Stvarna vrijednost potrebne količine organskih sastojaka 

izraženih kao KPK za redukciju NOx-N izraženo kao omjer KPK/NOx-N ovisi o vrsti elektron 

donora uporabljenog za denitrifikaciju i operativnim čimbenicima [26,41].  

Istraženi omjeri KPK/N 10 i 20 su osigurali dovoljnu količinu organskih sastojaka za potpunu 

denitrifikaciju 30±4, 50±5 i 70±5 mg NO3-N/L, pri 1,5±0,3 i 3,0±0,3 g MLSS/L (Slika 21). 

Omjer KPK/N 5 je osigurano organskih sastojaka za oko 70% redukcije nitrata. U pokusima 

pri omjerima KPK/N 10 i 20 je preostalo organskih sastojaka nakon potpune denitrifikacije i 

tako obrađena otpadna voda zahtijeva dodatni stupanj obrade. U svim pokusima koji su vođeni 

pri omjeru KPK/N 20 je preostalo znatno više organskih sastojaka u vodi nakon završene 

denitrifikacije u odnosu na pokuse koji su vođeni pri omjeru KPK/N 10. U pokusima pri omjeru 
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KPK/N 5 utrošeni su svi organski sastojci, nedostatni su i čine ograničavajući čimbenik procesa 

denitrifikacije, s kojima je ostvarena oko 70% redukcija NO3-N (Slika 21).  

Brzina oksidacije organskih sastojaka (KPK) rasla je s porastom koncentracije nitrata, s 

porastom koncentracije mikrobne biomase, i s porastom omjera KPK/N (Slika 22). Pri omjeru 

KPK/N 10 i 1,5±0,3 g MLSS/L brzina oksidacije organskih sastojaka izraženih kao KPK rasla 

je s 44,0±4,3 mg KPK/Lh (za početnih 30±4 mg NO3-N/L) na 59,2±5,1 mg KPK/Lh (za 

početnih 70±5 mg NO3-N/L), pri 1,5±0,3 g MLSS/L i omjeru KPK/N 20 rasla je s 84,3±19,8 

mg KPK/Lh (za početnih 30±4 mg NO3-N/L) na 126±18,7 mg KPK/Lh (za početnih 70±5 mg 

NO3-N/L), pri omjeru KPK/N 10 i 3,0±0,3 g MLSS/L rasla je s 162,7±11,7 mg KPK/Lh (za 

početnih 30±4 mg NO3-N/L) na 163,6±21,6 mg KPK/Lh (za početnih 70±5 mg NO3-N/L), i pri 

3,0±0,3 g MLSS/L i KPK/N 20 brzina oksidacije organskih sastojaka izraženih kao KPK je 

porasla s 226,5±23,4 mg KPK/Lh (za početnih 30±4 mg NO3-N/L) na 438±28,6 mg KPK/Lh 

(za početnih 70±5 mg NO3-N/L). Pri omjeru KPK/N 5 i 1,5±0,3 g MLSS/L brzina oksidacije 

organskih sastojaka (KPK) rasla je sa 39±2,1 mg KPK/Lh (za početnih 30±4 mg NO3-N/L) na 

51±2,8 mg KPK/Lh (za početnih 70±5 mg NO3-N/L) (Slika 22). 

Učinkovitost uklanjanja organskih sastojaka (KPK) je također rasla s porastom koncentracije 

mikrobne biomase (Slika 23), s porastom koncentracije nitrata kao i s porastom omjera KPK/N 

bila je unutar uskog raspona vrijednosti (Slika 23). Tako je učinkovitost uklanjanja organskih 

sastojaka (KPK) bila u rasponu 41,1±0,7-42,1±0,4% s 1,5±0,3 g MLSS/L pri omjeru KPK/N 

10 za koncentracije nitrata 30±4-70±5 mg NO3-N/L. Slična učinkovitost uklanjanja organskih 

sastojaka (KPK) u rasponu 35,6±0,9-43,3±1,2% je zabilježena s 1,5±0,3 g MLSS/L pri omjeru 

KPK/N 20 za koncentracije nitrata 30±4-70±5 mg NO3-N/L (Slika 23). Pri koncentraciji 

mikrobne biomase 3,0±0,3 g MLSS/L i omjeru KPK/N 10 postignuta je učinkovitost uklanjanja 

organskih sastojaka (KPK) u rasponu 58,1±1,2 -76±2,3%, a s 3,0±0,3 g MLSS/L i omjeru 

KPK/N 20 učinkovitost uklanjanja organskih sastojaka iznosila je 44±1,3-61,8±0,9%. 

Učinkovitost uklanjanja organskih sastojaka pri omjeru KPK/N 5 pri obje vrijednosti mikrobne 

biomase je bila 100% (Slika 23).  

Natrijev acetat je jedan od najčešće korištenih izvora ugljika za denitrifikaciju jer je 

niskomolekularni spoj s kojim se postižu više brzine denitrifikacije u odnosu na druge izvore 

ugljika poput primjerice etanola i glicerola, ali njegov nedostatak je to što ukoliko se doda u 

prekomjernoj koncentraciji, acetat čini organsko opterećenje i narušava kvalitetu efluenta [82, 

267-269]. Acetat tvori acetil Co-A koji se može izravno, bez modifikacija, koristiti u 

denitrifikaciji jer je acetil Co-A esencijalni dio i ciklusa trikarboksilne kiseline i glikolitičkog 

puta [222]. 
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Varijacije koncentracije organskih sastojaka izraženih kao KPK, NO3-N, NO2-N, FNA, 

temperature, pH i DO su prikazane za pokus 70±5 mg NO3-N/L pri omjeru KPK/N 10 i 1,5±0,3 

g MLSS/L (Slika 24). Denitrifikanti su ujednačeno trošili organske sastojke (KPK) kao donore 

elektrona za redukciju nitrata i nitrita, i nakon potpune redukcije nitrata i nitrita, u obrađenoj 

vodi preostalo je organskih sastojaka. Nitrati su također ujednačeno reducirani jer su 

denitrifikanti imali dovoljno donora elektrona (KPK), a temperatura, vrijednost pH i 

koncentracija otopljenog kisika su bili povoljni za proces denitrifikacije. Tijekom 

denitrifikacije došlo je do nakupljanja nitrita od 13±2,1 mg NO2-N/L u 3. satu pokusa, koji su 

se potpuno reducirali do kraja pokusa. Maksimalna koncentracija slobodne nitritne kiseline od 

1x10-4±2x10-5 mg FNA/L je zabilježena u 2. satu pokusa i nakon toga se smanjivala. 

Koncentracija FNA ovisi o koncentraciji nitrita, vrijednosti pH i temperaturi. Što je vrijednost 

pH viša, to je niža koncentracija FNA, a što je viša koncentracija nitrita, to je viša koncentracija 

FNA. Kako se tijekom procesa denitrifikacije obnavlja puferski kapacitet tekućine i kako dolazi 

do rasta vrijednosti pH to utječe na pad koncentracije FNA. Moguće je da bi brzina 

denitrifikacije bila viša da je bila niža koncentracija FNA. Koncentracija otopljenog kisika je 

bila povoljna za proces denitrifikacije, iznosila je ≤0,4 mg DO/L, pa nije došlo do inhibicije 

reduktaza uključenih u proces denitrifikacije. Vrijednost pH je rasla s početnih 7,2±0,1 na 

maksimalnih 8,8±0,3 nakon 4 i pol sata pokusa i onda se lagano smanjila (Slika 24). 

U denitrifikacijskom transportnom lancu elektrona, NO3-N i intermedijeri denitrifikacije služe 

kao akceptori elektrona i utječu na učinkovitost denitrifikacije i ekspresiju i aktivnost pojedinih 

reduktaza. Lee i sur. [59] nisu zabilježili akumulaciju nitrita u pokusima s natrijevim acetatom 

kao izvorom ugljika s mikrobnom biomasom izoliranom iz humusnog tla. NO3-N podjednako 

inducira sve reduktaze, i preferirani je elektron akceptor u odnosu na ostale dušikove okside. 

NO2-N ovisno o koncentraciji određuje aktivnost NaR i NiR čime izravno utječe na izvedbu 

denitrifikacije [270,271]. Akumulacija NO2-N rezultat je kompeticije između NaR i NiR za 

elektrone koji nastaju oksidacijom donora elektrona [272]. Kisik kontrolira sintezu i aktivnost 

sva četiri denitrificirajuća enzima, a među njima najosjetljiviji je didušikov oksid reduktaza 

kojeg inhibira <2 mg DO/L [102]. U uvjetima bez otopljenog kisika ili pri limitirajućim 

vrijednostima koncentracije otopljenog kisika u elektron transportnom respiratornom lancu 

inducira se enzim nitrat reduktaza koja pomaže pri prijenosu vodika i elektrona do NO3-N kao 

konačnog akceptora elektrona [43]. Kako je brzina redukcije nitrita niža od brzine redukcije 

nitrata, redukcija nitrita do NO predstavlja ograničavajući korak brzine denitrifikacije, koji 

često dovodi do nakupljanja nitrita [272]. Na nakupljanje nitrita tijekom procesa denitrifikacije 

utječu omjer C/N, vrijednost pH, mikrobiološki sastav i aktivnost aktivnog mulja, izvor ugljika 
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[24,96,270,273,274] i početna koncentracija nitrata [24,93,275]. Na razini genoma 

denitrificirajućih bakterija djeluje regulacija supstratom (nitratom) te regulacija produktom 

(nitritom i NO), u svrhu izjednačavanja unutarnje koncentracije citotoksičnih spojeva – NO i 

nitrita [50]. Na razni metabolizma denitrificirajućih bakterija kompeticija između reduktaza 

može dovesti do nakupljanja N2O ili nitrita i transporteri elektrona mogu transferirati elektrone 

radije jednoj reduktazi nego drugoj [141].  

 

5.5. Učinkovitost denitrifikacije NO2-N u ovisnosti o omjeru KPK/N i 

količini mikrobne biomase 

Denitrifikacija koja započinje redukcijom nitrita (denitritacija) je povoljnija od denitrifikacije 

koja započinje redukcijom nitrata (denitratacija) zato što se na taj način osiguravaju niži 

kapitalni troškovi, potrebna količina donora elektrona (organskih sastojaka) je 40% niža, a i 

oko 25% je manja potreba za aeracijom [145,147,273]. Da bi se mogla odvijati denitrifikacija 

preko nitrita u aktivnom mulju trebaju postojati denitrifikanti koji koriste nitrit kao akceptor 

elektrona [145]. 

Brzina denitrifikacije NO2-N povećava se s porastom koncentracije mikrobne biomase i s 

porastom koncentracije nitrita, kao i s povećanjem udjela raspoložive koncentracije organskih 

sastojaka (s porastom omjera KPK/N). Porast koncentracije nitrita od 30±5 do 70±2 mg NO2-

N/L pri 1,5±0,2 g MLSS/L i omjeru KPK/N 10 je doveo do porasta brzine denitrifikacije s 

10,7±1,1 mg NO2-N/Lh na 14,4±0,6 mg NO2-N/Lh. Pri istoj koncentraciji mikrobne biomase, 

1,5±0,2 g MLSS/L, ali pri dvostruko višoj koncentraciji organskih sastojaka, omjeru KPK/N 

20 porast brzine denitrifikacije je bio sličan, porastao je s 9,7±0,8 mg NO2-N/Lh (za početnih 

30±5 mg NO2-N/L) na 15,5±1,2 mg NO2-N/Lh (za početnih 70±2 mg NO2-N/L) (Slika 25).  

Brzina denitrifikacija s 3,0±0,2 g MLSS/L i pri omjeru KPK/N 10 je bila 20,7±0,9 mg NO2-

N/Lh pri početnih 30±5 mg NO2-N/L i 27,6±0,5 mg NO2-N/Lh pri početnih 70±2 mg NO2-N/L. 

Povećanje omjera KPK/N na 20 s 3,0±0,2 g MLSS/L je rezultiralo najvećom brzinom 

denitrifikacije, koja je porasla s 21,3±0,7 mg NO2-N/Lh pri početnih 30±5 mg NO2-N/L na 

36,5±0,6 mg NO2-N/Lh pri početnih 70±2 mg NO2N/L (Slika 25).  

Pri omjeru KPK/N 5 i 1,5±0,2 g MLSS/L brzina denitrifikacije je porasla s 8,8±0,4 mg NO2-

N/Lh (za početnih 30±5 mg NO2-N/L) na 9,9±0,5 mg NO2-N/Lh (za početnih 70±2 mg NO2-

N/L), a pri 3,0±0,2 g MLSS/L brzina denitrifikacije pri KPK/N 5 je porasla s 19,5±1 mg NO2-

N/Lh (za početnih 30±5 mg NO2-N/L) na 25±1 mg NO2-N/Lh (za početnih 70±2 mg NO2-N/L) 



108 
 

(Slika 25). Brzina denitrifikacije NO2-N s 3,0±0,2 g MLSS/L je bila veća u prosjeku za 2,1 puta 

u odnosu na brzinu denitrifikacije NO2-N s 1,5±0,2 g MLSS/L (Slika 25).  

U usporedbi s brzinom denitrifikacije ostvarenom s nitratom kao akceptorom elektrona (Slika 

19), brzina denitrifikacije s nitritom kao akceptorom elektrona je veća za oko 1,5 puta (Slika 

25).  

U pokusima denitrifikacije preko nitrita s acetatom kao izvorom ugljika nakon 12 dana pokusa 

zabilježen je porast brzine denitrifikacije s 10 mg NO2-N/Lh na 275,35 mg NO2-N/Lh, i u tom 

periodu je smanjen omjer KPK/N sa 7,9 na 2,7 [145]. Autori ističu povezanost koncentracije 

nitrita i brzine denitrifikacije nitrita – što je veća brzina denitrifikacije nitrita viša je vrijednost 

praga inhibicije denitrifikanata nitritom. Opseg inhibicije koji je rezultat relativno visoke 

koncentracije nitrita bi se smanjio pranjem biomase, odlijevanjem supernatanata i prekidom 

hranjenja tijekom nekoliko dana [145]. 

Količina utrošenih organskih sastojaka (KPK) za redukciju NO2-N, izraženo kao omjer 

∆KPK/∆NO2-N, je bila unutar uskog raspona vrijednosti za pokuse vođene pri istoj 

koncentraciji mikrobne biomase i pri istom omjeru KPK/N bez obzira na povećanje 

koncentracije NO2-N (Slika 26). Omjer ∆KPK/∆NO2-N je rastao kako slijedi: ∆KPK/∆NO2-N 

2,7±0,2-2,9±0,5 pri KPK/N 5 i 1,5±0,2 g MLSS/L < ∆KPK/∆NO2-N 3,1±0,3-3,2±0,2 pri 

KPK/N 10 i 1,5±0,2 g MLSS/L < ∆KPK/∆NO2-N 4,8±0,5-5±0,3 pri KPK/N 5 i 3,0±0,2 g 

MLSS/L < ∆KPK/∆NO2-N 5,4±0,4-5,6±0,2 pri KPK/N 10 i 3,0±0,2 g MLSS/L < ∆KPK/∆NO2-

N 6,3±0,8-7±0,6 pri 1,5±0,2 g MLSS/L i omjeru KPK/N 20 < ∆KPK/∆NO2-N 9,4±0,7-12±0,5 

pri 3,0±0,2 g MLSS/L i KPK/N 20 (Slika 26).  

Povećanje omjera KPK/N s 10 na 20 pri 1,5±0,2 g MLSS/L je dovelo do oko dvostrukog 

povećanja omjera ∆KPK/∆NO2-N, a isti trend je zabilježen i pri 3,0±0,2 g MLSS/L. Povećanje 

koncentracije mikrobne biomase s 1,5±0,2 na 3,0±0,2 g MLSS/L pri omjeru KPK/N 10 je 

dovelo do povećanja omjera ∆KPK/∆NO2-N u prosjeku za oko 1,78 puta, odnosno u prosjeku 

za oko 1,59 puta pri omjeru KPK/N 20 (Slika 26). Omjer ∆KPK/∆NO2-N (Slika 26) je u 

prosjeku oko 1,3 puta manji od omjera ∆KPK/∆NO3-N (Slika 20).  

Pri omjeru KPK/N 5, 10 i 20 raspoloživi organski sastojci kao donori elektrona osigurali su 

potpunu denitrifikaciju 30±5, 50±5 i 70±2 mg NO2-N/L pri koncentraciji mikrobne biomase 

1,5±0,2 g MLSS/L i 3,0±0,2 g MLSS/L. Kako se denitrifikacijom preko nitrita ostvaruje ušteda 

na potrebnim organskim sastojcima, jer je izostavljen prvi korak denitrifikacije, redukcija 

nitrata do nitrita, tako je u obrađenoj vodi nakon potpune denitrifikacije preostajalo organskih 

sastojaka, i to u koncentraciji koja je bila viša od maksimalno dopuštene vrijednosti za ispust u 

površinske vode [15]. Količina organskih sastojaka, dodana u suvišku, koja je preostala nakon 
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potpune denitrifikacije nitrita je bila viša nego u pokusima s nitratom kao akceptorom elektrona. 

Pri omjeru KPK/N 5 svi organski sastojci su bili uklonjeni/iskorišteni u denitrifikaciji NO2-N. 

Preveliki omjer C/N dovodi do ograničenja porasta brzine denitrifikacije [64], a također pri 

nedovoljnom omjeru C/N protok elektrona nije dovoljan za potrebe energije za stanični rast te 

dolazi do narušenog staničnog rasta i denitrifikacije.  

Na brzinu oksidacije organskih sastojaka (KPK) povoljno je djelovao porast koncentracije 

nitrita, tako je pri omjeru KPK/N 10 i 1,5±0,2 g MLSS/L brzina oksidacije organskih sastojaka 

porasla s 30±11 mg KPK/Lh (za početnih 30±5 mg NO2-N/L) na 36,2±12 mg KPK/Lh (za 

početnih 70±2 mg NO2-N/L). Pri omjeru KPK/N 10 i 3,0±0,2 g MLSS/L brzina oksidacije 

organskih sastojaka je porasla s 87±21 mg KPK/Lh (za početnih 30±5 mg NO2-N/L) na 97,3±17 

mg KPK/Lh (70±2 mg NO2-N/L). Nešto niža brzina oksidacije organskih sastojaka je 

zabilježena pri omjeru KPK/N 20 i 1,5±0,2 g MLSS/L, koja je porasla s 61±14 mg KPK/Lh (za 

početnih 30±5 mg NO2-N/L) na 92,9±13 mg KPK/Lh (za početnih 70±2 mg NO2-N/L). Najviša 

brzina oksidacije organskih sastojaka zabilježena je pri omjeru KPK/N 20 i 3,0±0,2 g MLSS/L, 

koja je porasla s 123±21 mg KPK/Lh (za početnih 30±5 mg NO2-N/L) na 185,7±18 mg KPK/Lh 

(za početnih 70±2 mg NO2-N/L) (Slika 27). Pri omjeru KPK/N 5 i 1,5±0,2 g MLSS/L brzina 

oksidacije KPK je porasla s 24±1,1 mg KPK/Lh (za početnih 30±5 mg NO2-N/L) na 31±0,8 

mg KPK/Lh (za početnih 70±2 mg NO2-N/L). 

Brzina oksidacije organskih sastojaka (KPK) s nitritom kao akceptorom elektrona je bila manja 

(Slika 27) od brzine oksidacije organskih sastojaka ostvarene s nitratom kao akceptorom 

elektrona (Slika 22) zato što je za redukciju nitrita potrebna manja količina organskih sastojaka. 

Učinkovitost uklanjanja organskih sastojaka je bila unutar uskog raspona vrijednosti za pokuse 

provedene pri istoj koncentraciji mikrobne biomase i pri istom omjeru KPK/N bez obzira na 

porast koncentracije nitrita. Tako je učinkovitost uklanjanja organskih sastojaka rasla kako 

slijedi: 29,3±0,6-34,3±1% pri 1,5±0,2 g MLSS/L i KPK/N 10 < 32,2±2,2-36,4±1,7% pri 

1,5±0,2 g MLSS/L i KPK/N 20 < 40,7±1,4-45,3±2 pri KPK/N 20 i 3,0±0,2 g MLSS/L < 

52,3±3,1-58,4±0,7% pri KPK/N 10 i 3,0±0,2 g MLSS/L. Pri omjeru KPK/N 5 u pokusima 

denitrifikacije nitrita uklonjeni su svi organski sastojci pri obje istražene vrijednosti mikrobne 

biomase (Slika 28).  

Kinetika pokusa denitrifikacije s NO2-N kao akceptorom elektrona pokazuje ujednačenu 

oksidaciju organskih sastojaka izraženih kao KPK za vrijeme redukcije NO2-N (Slika 29). S 

iscrpljenjem nitrita organski sastojci (KPK) preostaju u obrađenoj vodi. Tijekom pokusa je 

dolazilo do nakupljanja slobodne nitritne kiseline koja je dosegnula maksimalnu koncentraciju 

tijekom 1,5 sati procesa i iznosila je 0,0016±0,0007 mg FNA/L, a nakon toga je opadala i na 
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kraju pokusa je više nije bilo. Moguće je da bi brzina denitrifikacije bila veća da je 

koncenentracija FNA bila niža. Vrijednost pH je rasla s početnih 7,2±0,1 do maksimalnih 

8,8±0,2 nakon pet i pol sati pokusa i zatim se blago smanjila. Koncentracija DO je iznosla do 

0,4 mg/L, što je povoljno za proces denitrifikacije. Temperatura je bila sobna, u rasponu 22,5-

22,8 °C. 

Nedostatak nitrita kao akceptora elektrona za denitrifikaciju je to što visoke koncentracije nitrita 

dovode do inhibicije denitrifikacije [56,93,276]. Koncentracija FNA u rasponu 0,0007-0,001 

mg HNO2-N/L je dovela do 50% inhibicije, a koncentracija FNA veća od 0,004 mg HNO2-N/L 

je rezultirala potpunom inhibicijom [276]. 

 

5.6. Minimalni omjer C/N za denitrifikaciju nitrita i nitrata 

Da bi se odredio minimalan omjer C/N potreban za potpunu denitrifikaciju napravljena je serija 

pokusa pri omjerima C/N 1, 2, 3, 4 i 5 s nitritom odnosno nitratom kao akceptorom elektrona. 

Rezultati su pokazali da je za nitrit potreban omjer 2<C/N<3, a za nitrat 3<C/N<4 (Tablica 20). 

Kako je u denitrifikaciji nitrita pri omjeru C/N 2 reducirano 68±4% NO2-N i utrošeni svi 

raspoloživi organski sastojci (KPK), a pri omjeru C/N 3 reduciran sav NO2-N ali su organski 

sastojci preostali (dodani u suvišku), provedeni su pokusi s nitritom kao akceptorom elektrona 

pri omjerima C/N 2,2, 2,4, 2,6, 2,8 i 3. Ti pokusi su pokazali da je za potpunu redukciju nitrita 

i za potpuni utrošak organskih sastojaka (KPK) potreban omjer C/N 2,4 (Tablica 22).  

Za nitrat kao akceptor elektrona se pokazao kao povoljan omjer C/N između 3 i 4 (Tablica 21). 

Kako je pri omjeru C/N 3 reducirano 61±2% nitrata i utrošeni svi organski sastojci (KPK), a 

pri omjeru C/N 4 je reduciran sav nitrat ali je preostalo organskih sastojaka (KPK) u obrađenoj 

vodi, napravljeni su pokusi s nitratom kao akceptorom elektrona pri omjerima C/N 3,2, 3,4, 3,6, 

3,8 i 4. Rezultati su pokazali da je za potpunu redukciju nitrata uz potpuni utrošak organskih 

sastojaka (KPK) potreban omjer C/N 3,8 (Tablica 22). 

Kinetika denitrifikacije uz minimalno potreban omjer C/N za nitrate (3,8) odnosno nitrite (2,4), 

prikazana je Slikama 30 i 31. U tako provedenim pokusima nitrati odnosno nitriti su potpuno 

reducirani, i potpuno su oksidirani organski sastojci. 

 

5.7. Unutarstanični izvor ugljika za denitrifikaciju  

Potreba za postizanjem graničnih vrijednosti kakvoće obrađenih otpadnih voda s obzirom na 

hranjive tvari (N i P) predstavlja izazov u istraživanju i provedbi denitrifikacije. Raspoloživi 

lako biorazgradivi organski sastojci izraženi kao rbKPK vrijednost u otpadnoj vodi pokreću 
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brzu denitrifikaciju, ali neoptimalnim dizajnom sustava za obradu i radnim uvjetima lako se 

može narušiti kakvoća izvedbe procesa, i bitno je u dizajnu/projektiranju sustava obrade 

otpadne vode uzeti u obzir kakvoću ulaza kao i omjer rbKPK/TN [277]. U provedbi 

denitrifikacije na sustavima za obradu otpadnih voda opažaju se u krivulji redukcije NOx-N tri 

brzine denitrifikacije: prva, najveća brzina denitrifikacije, kao rezultat denitrifikacije s lako 

biorazgradivom organskim sastojcima; druga brzina denitrifikacije je rezultat hidrolize 

biorazgradivih čestica organskih sastojaka adsorbiranih na bakterijskim flokulama, a treća 

brzina denitrifikacije je endogena brzina denitrifikacije [278]. Ove pojedinačne brzine mogu 

zasebno ovisiti o temperaturi. U praktičnom smislu, anoksične zone moraju biti dimenzionirane 

mnogo veće za obradu otpadnih voda s niskom koncentracijom lakobiorazgradivih organskih 

sastojaka, u usporedbi s obradom otpadnih voda sa visokom koncentracijom lako 

biorazgradivih organskih sastojaka koji podržavaju brzu denitrifikaciju [277]. 

Iz rezultata pokusa denitrifikacije nitrata i nitrita koji su limitirani izvorom ugljika (Tablica 23) 

vidljivo je da je uz nitrat kao akceptor elektrona s vanjskim raspoloživim izvorom ugljika pri 

omjerima C/N 1, 2 i 3 ostvarena redukcija nitrata od 17±0,5, 37±2,0 i 61±2,0%, a s 

unutarstaničnim zalihama (PHA) ostvareno je ukupno uklanjanje nitrata od 37, 82 i 100%, pri 

čemu je utrošak PHA iznosio 2,5, 5,5 i 1,3 mmol C/L. Sličan trend je vidljiv i u denitrifikaciji 

preko nitrita (Tablica 23). Pri omjerima C/N 1 i 2 postignuta je redukcija nitrita 37±1 i 68±4% 

s vanjskim izvorom ugljika, a s unutarstaničnim zalihama ostvarena je sveukupna redukcija 

nitrita od 53 i 100%, pri čemu je utrošeno PHA 3,1 i 0,9 mmol C/L. Rezultati pokazuju da je 

za endogenu denitrifikaciju NO3-N potrebo oko 16% više PHA u odnosu na endogenu 

denitrifikaciju NO2-N, što je u suglasju s literaturom, u kojoj je istaknuto da endogena 

denitrifikacija preko nitrita troši manje PHA (50%) od endogene denitrifikacije preko nitrata 

[310]. Kinetika denitrifikacije nitrata pri čemu su kao donori elektrona korišteni vanjski izvor 

ugljika (acetat) i unutarstanične zalihe (PHA) je prikazana na Slici 32. Organski sastojci su 

utrošeni tijekom dva sata pri čemu je ostvarena brzina oksidacije organskih sastojaka od 84,5 

mg KPK/Lh. Za to vrijeme reducirani su nitrati 61,3% i ostvarena je brzina redukcije nitrata od 

9,2 mg NO3-N/Lh. Tijekom naredna četiri sata (produženi anoksični uvjeti) nitrati su u 

potpunosti reducirani pri čemu je kao donor elektrona služio PHA, odnosno odvijala se 

endogena denitrifikacija. Endogena denitrifikacija je znatno sporija od denitrifikacije s 

vanjskim izvorom ugljika, iznosila je 2,8 mg NO3-N/Lh. Tijekom redukcije nitrata došlo je do 

nakupljanja nitrita, koji su maksimalnu vrijednost dosegli tijekom 1,5 sati pokusa, i iznosili su 

3,8 mg NO2-N/L, a nakon toga su se potpuno reducirali do kraja pokusa. Koncentracija FNA je 

bila vrlo niska tijekom cijelog pokusa, s najvišom zabilježenom koncentracijom od 8,6∙10-5 mg 
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FNA/L u 30. min pokusa, i zatim se smanjivala do kraja pokusa. Tijekom denitrifikacije 

zabilježen je utrošak PHA od 1,3 mmol C/L. Vrijednost pH je rasla od početka pokusa (pH 7,1) 

do trenutka potpunog utroška vanjskog izvora ugljika (pH 8,3), a nakon toga je lagano opadala 

(pH 7,6 na kraju pokusa). Koncentracija DO je iznosila 0,1 mg/L, a temperatura je bila sobna 

(Slika 32). 

 

5.8. Učinkovitost istovremene denitrifikacije i uklanjanja P s NO2-N kao 

akceptorom elektrona pri anoksičnim uvjetima 

Većina DPAOs ima anaerobno-anoksični metabolizam [186-188,191,210,279], međutim, 

postoje DPAOs koji postižu uklanjanje fosfora u anoksičnim uvjetima bez potrebe za 

anaerobnom fazom s NO3-N kao akceptorom elektrona [280] ili u anoksično-aerobnim uvjetima 

[279,281], pri čemu je aerobna faza u funkciji oksidacije preostalih organskih sastojaka i unosa 

P. 

Istraženi su mnogi čimbenici koji utječu na DPAOs poput izvora ugljika, pH vrijednosti, 

anaerobno-aerobnog reakcijskog vremena, anaerobno-anoksičnog reakcijskog vremena, 

temperature, otopljenog kisika i drugih [187,191,224,282-284]. U denitrificirajućem uklanjanju 

fosfora nitrit je prepoznat kao jedan od inhibitora mikrobnog metabolizma [285-287]. Također, 

kao inhibitor unosa fosfora predložena je slobodna nitritna kiselina umjesto nitrita [287]. 

Pretpostavlja se da bi nešto veća tolerancija anoksične aktivnosti PAOs za nitrit mogla biti zbog 

anoksičnog metabolizma nitrita koji osigurava nižu koncentraciju nitrita u blizini stanice [194]. 

Za prevladavanje inhibicije nitritom predložene su dvije strategije vođenja procesa: (i) dodatak 

nitrata - pokazano je u šaržnim pokusima da dodatak nitrata (45-200 mg NO3-N/L) smanjuje 

toksičnost nitrita (5-100 mg NO2-N/L) [288]; (i) strategija postupnog hranjenja, uz strategiju 

postupnog unosa nitrita kao akceptora elektrona i održavanje koncentracije nitrita nižom od 15 

mg NO2-N/L [289].  

Kontradiktorni je učinak NO2-N na anoksični unosa fosfora. Istaknuto je da >10 mg NO2-N/L 

inhibira anoksičan unos fosfora s biomasom koja nije prilagođena na nitrit [290], da je pri 12 

mg NO2-N/L anoksičan unos fosfora smanjen na 65% [194], da je 20 mg NO2-N/L inhibiralo 

anoksičan unos fosfora za 64,85% i DPAOs denitrifikaciju za 61,25% [289], da je 25 mg NO2-

N/L inhibiralo anoksičan unos fosfora bez obzira na koncentraciju istraženih vanjskih izvora 

ugljika, s neaklimatiziranom biomasom [291], a prag nitrita za anoksičan unos fosfora je oko 2 

mg NO2-N/gVSS [184]. S druge strane, koncentracija nitrita od 4-5 mg NO2–N/L [184,194], 

20 mg NO2-N/L [285], do 115 mg NO2-N/L [292] nisu bili štetni za anoksičan unos fosfora. 
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U anoksično-aerobno vođenim SBR pokusima pokazano je da je moguće postići istovremeno 

uklanjanje KPK, nitrata i P u anoksičnim uvjetima, bez anaerobne faze [281]. Suvišak elektron 

donora i akceptora u anoksičnim uvjetima se pokazalo kao prednost za obogaćivanje DPAO-a 

u odnosu na OHOs. Prisutnost akceptora elektrona u obje faze (anoksično-aerobna) dovelo je 

do eliminacije anaerobne faze [281].  

U šaržnim pokusima (Tablica 24) s 40±2 mg NO2-N/L pri N/P 2 i C/N 4 učinkovitost 

denitrifikacije iznosila je 100% i 84,0±1,2% učinkovitost uklanjanja P, u pokusima sa 60±3 mg 

NO2-N /L pri N/P 3 i C/N 3 učinkovitost denitrifikacije iznosila je 100% i 83±1% učinkovitosti 

uklanjanja P, a u pokusima s 80±3 mg NO2-N/L pri N/P 4 i C/N 2 učinkovitost denitrifikacije 

iznosila je 100% s učinkovitošću uklanjanja P 74±2%. 

Denitrificirajuća defosfatacija 40±2 mg NO2-N/L pri N/P 2 i pri C/N 4 rezultirala je brzinom 

denitrifikacije od 20,0±1,3 mg NO2-N/Lh i brzinom unosa P od 8,3±0,5 mg PO4-P/Lh, brzina 

denitrifikacije 60±3 mg NO2-N/L pri N/P 3 i  pri C/N 3 bila je 23,7±2,0 mg NO2-N/Lh a brzina 

unosa P 6,7±0,7 mg PO4-P/Lh, dok je brzina denitrifikacije 80±3 mg NO2-N/L pri N/P 4 i  pri 

C/N 2 bila 25,9±1,7 mg NO2-N/Lh a brzina unosa P 4,8±0,7 mg PO4-P/Lh (Tablica 24). 

Raspoloživi organski sastojci za denitrifikaciju 40±2 mg NO2-N/L, 60±3 mg NO2-N/L i 80±3 

mg NO2-N/L i istovremeni unos P u pokusima pri omjerima C/N 4 i N/ P 2, C/N 3 i N/P 3, C/N 

2 i N /P 4 nisu bili ograničavajući čimbenik ni procesa denitrifikacije ni uklanjanja P, niti su 

dodani u suvišku. Povećanje koncentracije NO2-N od 40±2-80±3 mg NO2-N/L (N/P 2-4) 

smanjuje brzinu unosa P i učinkovitost uklanjanja P. Povećanjem koncentracije NO2-N s 40±2 

mg NO2-N/L na 80±3 mg NO2-N/L (N/P 2-4) učinak uklanjanja P smanjen je s 84±1,2% na 

74±2% kao i brzina unosa P od 8,3±0,5 mg PO4-P/Lh na 4,8±0,7 mg PO4-P/Lh (Tablica 24). 

Organski ugljik potreban je za denitrifikaciju ali i za otpuštanje P, pa je potrebno 

omogućiti/osigurati dovoljnu količinu organskog ugljika za učinkovit proces denitrificirajuće 

defosfatacije [293]. U anaerobnim uvjetima s istovremeno prisutnim acetatom (360 mg 

KPK/L), nitritom (0-10 mg NO2-N/L) i fosfatom (9,7 mg PO4-P/L), provedbom šaržnih pokusa 

zabilježeno je s povećanjem početne koncentracije nitrita smanjeno otpuštanje fosfata [293]. 

Istovremena prisutnost acetata, nitrita i fosfata je djelovala na DPAOs na način da nije 

zabilježeno otpuštanje fosfata, nego potrošnja KPK, redukcija nitrita i unos fosfata od početka 

pokusa. DPAOs koegzistiraju s običnim heterotrofnim denitrifikantima i u prisutnosti nitrita 

obje skupine mikroorganizama se natječu za organski ugljik u anaerobnoj fazi, što dovodi do 

manje količine organskih tvari dostupnih za DPAOs, zbog čega je otpuštanje fosfata bilo 

neučinkovito, a naknadni anoksični P unos smanjen. Također, nitrit je inhibirao anaerobno P 
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otpuštanje te je istaknuto da bi koncentracija nitrita u anaerobnoj fazi trebala biti ispod 2 mg 

N/L da bi se osiguralo učinkovito P otpuštanje i kasniji unos P [293].  

U denitrificirajućoj defosfataciji s NO3-N u anoksično-aerobnom režimu sugerirano je da je dio 

acetata korišten za intracelularno skladištenje PHB, dio za redukciju NO3-N, kao i za 

održavanje i rast biomase. Pokazali su da unos P tijekom anoksičnog uvjeta ne ovisi o 

metabolizmu PHB [281]. 

Anoksičnan unos P putem DPAOs je moguć kada je u anoksičnim uvjetima prisutan višak 

nitrata kako bi se premašio denitrifikacijski potencijal drugih heterotrofnih organizama [292]. 

U pokusima biološkog uklanjanja nutrijenata u anaerobno-aerobnom SBR-u, pokazalo se da je 

omjer KPK/PO4 110 fosfat-ograničavajući, a omjer KPK/PO4 140 kao deficitaran, te se 

pokazalo ne samo nepovoljnim za unos acetata, nego je i potaknulo nakupljanje GAOs [294]. 

Pokazalo se da DPAOs mogu podnijeti visok omjer KPK/PO4 137 [295]. Visoki KPK smatra 

se ključnim za obogaćivanje DPAOs u odnosu na uobičajene denitrificirajuće heterotrofe [296]. 

Još jedna prednost organskog ugljika dodanog u suvišku je potpuna denitrifikacija bez 

nakupljanja nitrita [297]. 

U svim pokusima s ograničavajućom i neograničavajućom koncentracijom organskih sastojaka 

izraženih kao KPK, s povećanjem omjera C/N, brzina unosa P pokazala je dva nagiba pravca – 

dvije brzine: pri prvoj, većoj brzini zabilježeno je uklanjanje NO2-N i PO4-P oko 70%, a pri 

drugoj, značajno nižoj brzini unosa P odvijalo se daljnje uklanjanje P uz istodobnu daljnju 

redukciju NO2-N pri istoj brzini denitrifikacije (Slika 33). Rezultati postignuti u ovom radu su 

u suglasju s Zhang i sur. [293] koji su također zabilježili visoku brzinu unosa fosfata i brzinu 

redukcije nitrita na početku anoksične faze tijekom prvih 30 minuta, koja je zatim usporena.  

Omjer P/N, omjer anoksičnog unosa fosfata i denitrificiranog dušika, jako ovisi o brzini unosa 

fosfata [194]. U slučaju kada se adenozin trifosfat (ATP) akumuliran tijekom denitrifikacije 

isključivo koristi za unos fosfata, maksimalni P/N omjer bi iznosio oko 3 [188]. Omjer 

anoksičnog unosa fosfata i denitrificiranog dušika (NO2-N) izražen kao P/N bio je 1,5 [285], a 

za granulirani mulj s nitritom omjer P/N iznosio je 1,68 [225].  

Koncentracija FNA ovisi o koncentraciji nitrita, pH vrijednosti i temperaturi. Promjene krivulje 

FNA pokazale su isti trend u svim pokusima: na početku pokusa, s početnom koncentracijom 

NO2-N, FNA je bila najveća, i tijekom pokusa, kako se koncentracija NO2-N smanjivala, a pH 

povećavao, FNA se smanjivala (Slika 33). Najveća koncentracija FNA, 0,008±00008 mg/L, 

zabilježena je u pokusu s 20±1 mg PO4-P/L pri omjeru N/P 4 i C/N 2. Razlog zašto tako visoka 

koncentracija FNA nije imala inhibitorni učinak na denitrificirajuću defosfataciju mogao bi biti 

dugotrajna izloženost mulja nitritu kao akceptoru elektrona. 
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U procesu denitrificirajućeg uklanjanja P za biomasu koja nije prilagođena nitritu 2,25 μg 

HNO2–N/L bilo je inhibitorno za anoksični P unos [290], a zabilježeno je da je 0,02 mg HNO2–

N/L potpuno zaustavilo anoksični P unos [287]. 

U pokusima u ovom radu profil pH (Slika 33) bio je karakterističan za proces denitrificirajuće 

defosfatacije: od početka procesa, tijekom potrošnje raspoloživih organskih sastojaka izraženih 

kao KPK, pH vrijednost je rasla. U svim pokusima početni pH bio je 7,2±0,2. Od trenutka 

sveukupne potrošnje organskih sastojaka, pH vrijednost je bila konstantna, ili blago smanjena 

do kraja pokusa, tako da se pH vrijednost može koristiti kao neizravni pokazatelj procesa. 

Mogući razlog za anoksični P unos pri dvije brzine mogla bi biti pH vrijednost. Kritična pH 

vrijednost za anoksični unos P bila je 8,75±0,05: pri pH 8,75 ± 0,05 ili nižem došlo je do 

značajnog uklanjanja P, a pri višem pH od 8,75±0,05 zabilježen je dodatni unos fosfora (Slika 

33). Na kraju svih šaržnih pokusa zabilježena je koncentracija PO4-P ≥3 mg PO4-P/L, tako da 

se uklanjanje P može u potpunosti pripisati aktivnosti DPAOs, a ne taloženju P. 

Karakterističan profil pH u EBPR procesu je smanjenje pH tijekom anaerobne faze i povećanje 

pH tijekom aerobne/anoksične faze. Vrijednost pH je važan čimbenik EBPR procesa jer utječe 

na membranu mikrobne stanice u smislu površinskog naboja i propusnosti, mikrobni rast i 

reprodukciju [298-300]. U anaerobnim uvjetima pri višim vrijednostima pH manje otpuštanje 

fosfora moglo bi biti posljedica taloženja fosfata koji se adherirao na površinu Zoogloea i 

blokirao apsorpciju ugljika i PAOs P otpuštanje [301]. Budući da viša pH vrijednost može 

smanjiti pokretačku silu protona i stoga PAOs moraju hidrolizirati više poliP, viši pH dovodi 

do većeg P otpuštanja [302]. 

U istraživanju stabilnosti procesa uklanjanja N i P, u anaerobnim uvjetima s povećanjem pH 

vrijednosti od 6,5-8 oslobađa se više fosfora, a kada pH poraste na 8,5, smanjuje se oslobođeni 

fosfor [303]. Octena kiselina aktivno difundira kroz stanične membrane i zatim se konvertira u 

PHB. Budući da razgradnja octene kiseline troši energiju, energija se obnavlja raskidanjem 

unutarstanično pohranjenog poliP, koji se zatim u obliku ortofosfata oslobađa iz stanice. U 

naknadnim anoksičnim uvjetima s povećanjem pH od 6,5 na 8,0 unos P se povećao, a s 

porastom pH na 8,5 unos P se smanjio. Naglasili su da je brzina otpuštanja P superiornija brzini 

unosa P kao odgovor na promjenu pH vrijednosti, a pH u intervalu 6,5-8,0 utječe na stabilnost 

procesa, brzinu anaerobnog oslobađanja P i brzinu anoksičnog P unosa [303]. 

Pokusi provedeni s obogaćenim PAOs muljem uzgojenim u anaerobno-anoksičnim uvjetima i 

bez kontrole pH (pH u rasponu 7,0-8,3) nisu pokazali negativan odgovor na anoksičan unos 

fosfata pri 35 mg NO2-N/L [190]. U tom pH rasponu fosfat se mogao kemijski istaložiti [304]. 
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Pokusi s obogaćenom PAOs kulturom provedeni u SBR-u i pod kontroliranim pH od oko 7 

pokazali su snažnu inhibiciju anoksičnog unosa P pri 5-10 NO2-N/L [187]. 

U šaržnim pokusima s prekomjernom koncentracijom organskih sastojaka (Tablica 24) vidljivo 

je blago povećanje brzine denitrifikacije NO2-N i istovremeno smanjenje brzine i učinkovitosti 

unosa P. Kako su organski sastojci dodani u prekomjernoj koncentraciji i nisu iskorišteni u 

procesu prisutni su u obrađenoj vodi. 

Visok omjer KPK/N mogao bi uzrokovati dominaciju heterotrofa koji nisu DPAOs [280]. 

Štetno djelovanje na denitrificirajuću defosfataciju ima i vrlo visoka i vrlo niska početna 

koncentracija organskih sastojaka (KPK) [293]. Viša početna koncentracija organskih sastojaka 

ima učinak na denitrificirajuću defosfataciju na način da su obični heterotrofni denitrifikanti 

favorizirani u odnosu na DPAOs, pa dolazi do potpune redukcije nitrita, međutim, unos P je 

nizak. S druge strane, u denitrificirajućoj defosfataciji pri niskoj početnoj koncentraciji 

organskih sastojaka većinu organskih sastojaka (KPK) utroše DPAOs pa je za anoksičan unos 

P pohranjena nedovoljna količina PHA, a obični denitrifikanti nisu koristili organske sastojake 

(KPK). Istaknuto je da bi za denitrificirajuću defosfataciju početna koncentracija organskih 

sastojaka (KPK) trebala biti dovoljno visoka da osigura odgovarajuće zalihe PHA [293]. 

 

5.9. Učinkovitost uklanjanja N u anaerobno/aerobno/anoksičnom procesu uz 

endogenu denitrifikaciju  

Konfiguracija A/O/A procesa uz endogenu denitrifikaciju u režimu 1 h anaerbno, 1 h aerobno 

i 5 h anoksično se pokazala obećavajućim načinom za postizanje visoke učinkovitosti 

uklanjanja N i P za otpadne vode niskog omjera C/N (Slike 34-37). Sustavi A/O/A u 

laboratorijskim i pilot mjerilima zabilježili su učinkovitost uklanjanja N 85,86-91,40% i P 

89,87-90,40% [305,306]. 

Anaerobna faza od 1 h je bila dovoljna za potpuni unos organskih sastojaka izraženih kao KPK. 

Brzina uklanjanja organskih sastojaka iznosila je 117, 127 i 213 mg KPK/Lh pri odabranim 

C/N 2, 4 i 6. Pri omjeru C/N 6 je preostalo 17 mg KPK/L iz anaerobne faze koji su u aerobnoj 

fazi oksidirani tijekom prvih 20 min pokusa, pa je sveukupna brzina oksidacije organskih 

sastojaka pri omjeru C/N 6 iznosila 173 mg KPK/Lh. Tijekom anaerobne faze odvijalo se i 

otpuštanje P, koje je iznosilo 12, 19 i 28 mg PO4-P/L pri omjerima C/N 2, 4 i 6. Tijekom 

anaerobne faze su DPAOs/PAOs unosili acetat i pohranjivali ga unutarstanično u obliku PHA 

i pri tome je došlo do otpuštanja PO4-P. Dio acetata su koristili i DGAOs, koji su aktivnost 



117 
 

ispoljili u produženoj anoksičnoj fazi pri čemu su doprinijeli poboljšanom uklanjanju N putem 

endogene denitrifikacije trošenjem unutarstaničnih rezervi ugljika (Slike 34-37). 

Tijekom aerobne faze procesa odvijala se potpuna oksidacija NH4-N, a brzina oksidacije NH4-

N je iznosila 20 mg NH4-N/Lh za sve istražene omjere C/N. Tijekom aerobne faze oksidacija 

NH4-N je rezultirala s nakupljenih 12, 7,6 i 5,2 mg NOx-N/L, odnosno, došlo je do istovremene 

nitrifikacije i denitrifikacije, pri čemu je uklonjeno 40, 62 i 74% N pri omjerima C/N 2, 4 i 6. 

Brzina produkcije NOx-N je iznosila 12,0, 7,6 i 5,2 mg NOx-N/Lh. Također, tijekom aerobne 

faze uklonjeno je 7, 9 i 11 mg PO4-P/L, odnosno, uklonjeno je 54, 43 i 38% PO4-P pri omjerima 

C/N 2, 4 i 6. Brzina aerobnog unosa P je iznosila 7, 9 i 11 mg PO4-P/Lh pri omjerima C/N 2, 4 

i 6 (Slike 34-37). 

Tijekom aerobne faze se odvija kompeticija za otopljeni kisik između nitrifikanata, PAOs i 

GAOs što može dovesti do povećane potrošnje unutarstaničnih zaliha ugljika pa tako postaje 

upitna učinkovitost endogene denitrifikacije [307]. Kako je u aerobnoj fazi vidljiv gubitak N, i 

unos P, donori elektrona za denitrifikaciju i unos P su unutarstanične zalihe PHA koje su 

mikroorganizmi pohranili u prethodnoj anaerobnoj fazi. Kako je rastao omjer C/N, tako je na 

kraju aerobne faze nakupljeno manje NOx-N jer je bio izraženiji učinak SND. Također, s 

porastom omjera C/N u anaerobnoj fazi procesa, odvijao se i veći aerobni unos P u stanice 

PAOs/DPAOs (Slike 34-37). 

U slijednoj produženoj anoksičnoj fazi uklonjeno je dodatnih 5,9, 7,3 i 5,2 mg NOx-N/L pri 

čemu je postignuto ukupno uklanjanje N od 69,5%, 98,5% i 100%, a brzina endogene 

denitrifikacije je iznosila 2,2, 1,5 i 1,6 mg NOx-N/Lh pri omjerima C/N 2, 4 i 6. U ovoj fazi je 

također došlo i do dodatnog unosa P od 0,4, 2,6 i 5,8 mg PO4-P/L i ostvareno uklanjanje P u 

odnosu na P na kraju anaerobne faze/početku aerobne faze od 57, 55 i 65% pri omjerima C/N 

2, 4 i 6 (Slike 34-37). DGAOs tijekom endogene denitrifikacije za redukciju NOx-N koriste 

unutarstanične donore elektrona glikogen i PHA [308,309]. Brzina anoksičnog unosa P je 

iznosila 0,2, 1,9 i 2,2 mg PO4-P/Lh pri omjerima C/N 2, 4 i 6. 

Pri omjeru C/N 2 je aktivnost DPAOs prestala već nakon 2,33 sata procesa, a aktivnost 

endogene denitrifikacije nakon 4,66 sati procesa što ukazuje na nedovoljnu količinu 

unutarstaničnih zaliha za endogenu denitrifikaciju i anoksičan unos P (limitacija ugljikom). Pri 

omjeru C/N 4 endogena denitrifikacija se odvijala tijekom svih 5 sati, a aktivnost DPAOs je 

prestala nakon 3,33 sata jer su DPAOs bili limitirani ugljikom i elektron akceptorima. Pri 

omjeru C/N 6 endogena denitrifikacija završila je kroz 5,33 sati, pa je tada prestala i aktivnost 

DPAOs jer više nije bilo elektron akceptora. Pri omjeru C/N 6 bi produljenje aerobne faze 

vjerojatno imalo povoljan učinak na uklanjanje P (Slike 34-37). 
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Na Slici 35 su prikazani profili pH i DO tijekom A/O/A konfiguracije. Tijekom anaerobne i 

anoksične faze koncentracija otopljenog kisika je iznosila 0 mg DO/L. Tijekom aerobne faze 

se vidi pad koncentracije otopljenog kisika tijekom oksidacije amonijaka i unosa P, a pred kraj 

aerobne faze se vidi porast koncentracije otopljenog kisika zbog završetka oksidacije amonijaka 

i unosa P. Tijekom anaerobne faze u krivulji pH vrijednosti nije bilo promjena. Tijekom aerobne 

faze se uočava pad vrijednosti pH zbog odvijanja nitrifikacije i produkcije H+ iona. Budući da 

se u aerobnoj fazi odvijala istovremeno i denitrifikacija, pad vrijednosti pH nije bio toliki da 

padne ispod vrijednosti pH koje su optimalne za odvijanje nitrifikacije. U anoksičnoj fazi je 

vidljiv blagi rast pH vrijednosti zbog odvijanja endogene denitrifikacije. Po završetku 

denitrifikacije pH vrijednost je bila konstantna (Slika 35). Profili pH i DO se mogu koristiti kao 

neizravni pokazatelji tijeka nitrifikacije i denitrifikacije. Tako se i u ovim pokusima može uočiti 

amonijeva dolina na krivulji pH – trenutak kada pH vrijednost dosegne najnižu vrijednost i 

zatim krene rasti, a to je točka koja se poklapa sa završetkom oksidacije amonijaka i najvišom 

koncentracijom nitrita. Tijekom nitrifikacije je izraženija produkcija H+ iona u prvom koraku 

nitrifikacije, tijekom oksidacije amonijaka do nitrita, nego tijekom drugog koraka nitrifikacije, 

oksidacije nitrita do nitrata. Nakon toga trenutka se odvija samo oksidacija nitrita do nitrata, pa 

je smanjena produkcija H+ iona i vrijednost pH blago raste. U krivulji DO je vidljiva točka koja 

se podudara sa amonijevom dolinom, kisikov lakat, a koja predstavlja porast koncentracije 

otopljenog kisika. Tijekom nitrifikacije je veća potrošnja otopljenog kisika tijekom prvog 

koraka nitrifikacije jer se istovremeno odvijaju i oksidacija amonijaka do nitrita i nitrita do 

nitrata. U točki kisikovog lakta oksidacija amonijaka je gotova pa otopljeni kisik troše samo 

nitrit oksidirajuće bakterije i zato dolazi do skoka DO. Tijekom denitrifikacije raste pH 

vrijednost zbog produkcije OH– iona, i po završetku denitrifikacije pH vrijednost stagnira ili 

blago pada.  

Funkcionalne bakterije uključene u proces endogene denitrifikacije su denitrifikacijski 

organizmi koji nakupljaju glikogen (DGAOs), koji su sposobni sintetizirati PHA u anaerobnom 

uvjetu i koristiti PHA u anoksičnom uvjetu kao donore elektrona za denitrifikaciju [115,199]. 

DGAOs su dokazani primjenom FISH metode. 

Konfiguracija A/O/A uz endogenu denitrifikaciju u režimu 1 h anaerbno, 2 h aerobno i 4 h 

anoksično se pokazala kao bolji režim vođenja procesa pri čemu je postignuto poboljšanje 

uklanjanja N i P (Slike 38 i 39) u odnosu na ranije istraženi režim (Slike 34-37). 

I u ovoj konfiguraciji tijekom anaerobne faze su se zbivale vrlo slične promjene – ostvareno je 

potpuno uklanjanje organskih sastojaka izraženih kao KPK pri brzinama 114, 138 i 237 mg 
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KPK/Lh. Pri tome se zbivalo otpuštanje P od 11,5, 19 i 29 mg P/L pri brzinama 11,5, 19 i 29 

mg P/Lh, pri omjerima C/N 2, 4 i 6 (Slike 38 i 39).  

Učinak produljenja aerobne faze je vidljiv na nitrifikaciji i SND – aerobna faza je rezultirala 

manjom količinom NOx-N – nakupljeno je 10, 5 i 3 mg NOx-N/L, odnosno bio je izraženiji 

učinak SND pri čemu je ostvareno uklanjanje ukupnog N od 50, 75 i 85% pri omjerima C/N 2, 

4 i 6. Tijekom 2 sata aerobne faze brzina oksidacije amonijaka iznosila je 20 mg NH4-N/Lh, 

kao u prethodnoj konfiguraciji, s razlikom da su se u aerobnoj fazi tijekom 2 sata nakupljeni 

nitriti oksidirali do nitrata. Također, tijekom aerobne faze je zabilježeno i veće uklanjanje P, 

uklonjeno je 7,2, 11 i 21 mg P/L pri brzini 3,6, 5,5 i 10,5 mg P/Lh, pri omjerima C/N 2, 4 i 6 

(Slike 38 i 39).  

Zatim, tijekom anoksične faze odvijala se endogena denitrifikacija koja je rezultirala s 75, 100 

i 100% uklonjenog N, a brzina endogene denitrifikacije je iznosila 3,8, 1,4 i 1,5 mg NOx-N/Lh, 

pri omjerima C/N 2, 4 i 6 (Slike 38 i 39). Endogena denitrifikacija preko nitrita troši 50% manje 

PHA od endogene denitrifikacije preko nitrata [310]. U anoksičnoj fazi se također ispoljila i 

aktivnost DPAOs, koji su doprinijeli uklanjanju P koji je na kraju anoksične faze iznosio 63, 

61 i 83% pri omjerima C/N 2, 4 i 6. Tijekom anoksične faze brzina unosa P je iznosila 0,4, 0,7 

i 4,8 mg P/Lh pri omjerima C/N 2, 4 i 6. Uklanjanje P je pri omjerima C/N 2 i 4 bilo limitirano 

i elektron akceptorima i elektron donorima. Pri omjeru C/N 6 je bio najizraženiji doprinos 

produljene aerobne faze – viši omjer C/N je omogućio veću količinu unutarstaničnih donora 

elektrona i jer su PAOs tijekom aerobne faze imali duže vrijeme na raspolaganju otopljeni kisik 

(elektron akceptore), pa je uklonjeno više P, a tijekom anoksične faze su DPAOs koristili 

preostale unutarstanične zalihe kao donore elektrona i preostale NOx-N kao akceptore elektrona 

na unos P u stanice (Slike 38 i 39). Sumarno, produljenje aerobne faze za sat vremena i 

skraćivanje anoksične faze za sat vremena je rezultiralo višim uklanjanjem i N i P (Slike 38 i 

39). 

Rezultati su u skladu s [9] koji su u A/O/A konfiguraciji postigli koncentraciju PO4-P i ukupnog 

N u izlazu 0,4 mg PO4-P/L i 3,9 mg N/L, s učinkovitosti uklanjanja ukupnog N 92,1% nakon 

115 dana vođenja procesa. Pri koncentraciji otopljenog kisika od 0,5±0,1 mg DO/L su postigli 

redukciju PO4-P od 98,3% i ukupnog N od 59%, i zatim u anoksičnoj fazi dodatnih 24% N. 

Pokusi su provedeni s otpadnom vodom grada prosječnog omjera C/N 3,5 s početnim KPK u 

rasponu 203,8-281,6 mg/L i ukupnim N 61,4-79,5 mgN/L. U A/O/A konfiguraciji je trajanje 

anaerobne, aerobne i anoksične faze iznosilo 150 min, 180 min i 120 min pri čemu je 

koncentracija otopljenog kisika tijekom aerobne faze iznosila 0,5±0,1 mg DO/L [9]. 
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Gong i sur. [311] su u A/O/A konfiguraciji prilikom obrade otpadne vode grada pri omjeru C/N 

8 i pri SRT od 30 d postigli učinkovitost uklanjanja organskih sastojaka izraženih kao KPK 

92,80±2,24%, NH4-N od 97,38±0,89%, ukupnog N od 88,97±2,47% i PO4-P od 94,33±3,27%. 

Koncentracija otopljenog kisika tijekom aerobne faze je iznosila oko 2 mg DO/L, a pokusi su 

vođeni pri omjerima C/N 8, 6 i 4. Omjeri C/N 4 i 6 su rezultirali nižim učinkovitostima 

uklanjanja svih promatranih parametara [311]. 

 

5.10. Klasteri funkcionalnih mikrobnih skupina u ciljanim biološkim 

procesima uklanjanja C, N i P i unutarstanični polimeri poliP 

Razumijevanje mikrobnih i metaboličkih mehanizama denitrifikacije ovisi o nizu čimbenika 

poput: struktura mikrobne zajednice koju definiraju identitet i brojnost funkcionalne populacije, 

i procesni čimbenici (pH, temperatura, otopljeni kisik, koncentracija i funkcionalnost mikrobne 

zajednice, raspoloživi-dostupni topljivi organski ugljik, i dr.) [41,82,220-222,260].  

U procesu aktivnog mulja oko 80% bakterija su fakultativni anaerobi i imaju sposobnost 

denitrifikacije [26]. U denitrificirajućim zajednicama količina dominantnih populacija varira i 

to značajno među sustavima obrade otpadne vode što ovisi i rezultat je izvedbe-konfiguracije 

sustava, procesnih čimbenika i karakteristika ulazne otpadne vode [41]. Izvor ugljika utječe na 

sastav mikrobne zajednice. U sustavima koji su koristili acetat kao izvor ugljika nađeni su 

dominantni mikroorganizmi Halomonas [312], Rhodobacteraceae iz Alpha-proteobacteria 

skupine, te Rhodocyclaceae i Comamonadaceae iz Betaproteobacteria [313,314]. 

Mikroorganizmi s obzirom na sposobnost denitrifikacije, koji ili posjeduju ili ne denitrifikaciju 

aktivnost, svrstavaju se u pet skupina: (i) potpuni denitrifikanti koji mogu reducirati i NO2-N i 

NO3-N do N2; (ii) nitrit reduktanti koji mogu reducirati samo NO2-N do N2 (ne mogu reducirati 

NO3-N); (iii) nepotpuni denitrifikanti koji reduciraju NO2-N ili NO3-N do intermedijera 

denitrifikacije – dušikovih oksida, umjesto do N2; (iv) nepotpuni nitrit reduktanti koji mogu 

reducirati samo NO2-N do intermedijera denitrifikacije – dušikovih oksida; (v) nedenitrifikanti 

koji ne mogu reducirati niti NO2-N niti NO3-N. 

U endogenoj denitrifikaciji odgovorni funkcionalni organizmi su denitrifikacijske bakterije 

koje nakupljaju glikogen (DGAOs) [198,199]. 

U mikrobnoj ekologiji denitrifikacije u procesima biološke obrade otpadnih voda FISH je 

molekularna tehnika koja povezuje strukturu mikrobne zajednice s funkcijom identificiranjem 

i kvantificiranjem populacija sa specifičnim metaboličkim značajkama [41]. 
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U ovom radu FISH analiza aktivnog mulja korištena je u svrhu dokazivanja prisustva skupina 

mikroorganizama odgovornih za procese nitrifikacije (Slike 40 i 41), denitrifikacije (Slika 42), 

biološkog uklanjanja fosfora (Slika 43) i endogenu denitrifikaciju (Slika 44). Unutarstanični 

polimeri fosfata u obliku poliP, vidljivi kao tamnoljubičaste granule, dokazani su bojanjem po 

Neisseru (Slika 45). PoliP su dokazani i dokumentirani (Slika 46). 
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6. ZAKLJUČCI 

Kritička analiza rezultata disertacije kroz usporedbu sa relevantnim recentnim spoznajama iz 

istraživanog područja rezultirala je novim spoznajama iz kojih su proizašli zaključci, kao i 

buduće preporuke istraživanja, kako slijedi: 

 

1. Minimalni omjer C/N 3,8 iz natrijeva acetat kao izvora ugljika nužno je osigurati za 

denitrifikaciju 30 mg NO3-N/L, dok je za denitrifikaciju 30 mg NO2-N/L potrebno 

osigurati minimalni omjer C/N 2,4 iz natrijeva acetat kao izvora ugljika.  

Za denitrifikaciju NO3-N je potrebno 1,58x više izvora C iz natrijeva acetata u odnosu 

na denitrifikaciju NO2-N, početne koncentracije 30 mg NOx/L. 

2. Brzina oksidacije NH4-N i nitrifikacije u procesu autotrofne nitrifikacije se povećava s 

povećanjem početne koncentracije NH4-N (istraženo 100-500 mg NH4-N/L) i količine 

mikrobne biomase (istraženo 1,4-4,2 g MLSS/L) pri pH 7,2±0,2 i pH 8,0±0,1. Veće 

brzine i oksidacije NH4-N i nitrifikacije su ostvarene pri pH 8,0±0,1 u usporedbi s pH 

7,2±0,2.  

3. U procesu autotrofne nitrifikacije pri pH 7,2 određene su brzine oksidacije NH4-N od 

17,9-31,0 mg NH4-N/Lh s 1,5 g MLSS/L, od 30,4-38,5 mg NH4-N/Lh s 2,8 g MLSS/L, 

i od 38,4-54,2 mg NH4-N/Lh s 4,2 g MLSS/L, odnosno brzine nitrifikacije od 10,4-22,6 

mg N/Lh, od 15,2-27,9 mg N/Lh i od 21,7-32,9 mg N/Lh s koncentracijama mikrobne 

biomase 1,5 g MLSS/L, 2,8 g MLSS/L, odnosno 4,2 g MLSS/L. 

U procesu autotrofne nitrifikacije pri pH 8,0 određene su brzine oksidacije NH4-N od 

18,8-32,8 mg NH4-N/Lh s 1,4 g MLSS/L, od 30,9-39,6 mg NH4-N/L s 2,6 g MLSS/Lh, 

i od 42,1-59,9 mg NH4-N/Lh s 3,9 g MLSS/L, odnosno brzine nitirifikacije od 11,5-

38,0 mg N/Lh, od 20-30,3 mg N/Lh i od 29,4-40,7 mg N/Lh s 1,5 g MLSS/L, 2,8 g 

MLSS/L, odnosno 4,2 g MLSS/L. 

4. Parcijalna nitrifikacija, oksidacija NH4-N do NO2-N, pri 0,8-1,0 mg DO/L rezultirala je 

povećanjem brzine oksidacije NH4-N s povećanjem početne koncentracije NH4-N, kao 

i s povećanjem količine mikrobne biomase. Učinkovitost parcijalne nitrifikacije 

(nitritacije) je iznosila 58-68% 

5. Određene su brzine parcijalne nitrifikacije 12,4-20,9 mg NH4-N/Lh s 1,5 g MLSS/L, 

odnosno 19,6-34,3 mg NH4-N/Lh s 3,0 g MLSS/L, za početnih 30-100 mg NH4-N/L. 
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6. Istovremena nitrifikacija i denitrifikacija (heterotrofna nitrifikacija) sporija je od 

autotrofne nitrifikacije i rezultirala je gubitkom N od 72,2-81,8% nakupljanjem ne 

ekvivalentne količine NOx-N 

7. U procesu istovremene nitrifikacije i denitrifikacije brzine oksidacije organskih 

sastojaka izraženih kao KPK iznosile su 168 mg KPK/Lh odnosno 267,2 mg KPK/Lh, 

a brzine oksidacije NH4-N 11,4 mg NH4-N/Lh i 12,6 mg NH4-N/Lh za početnih 40±5 

mg NH4-N/L pri omjerima C/N 5 i 10 (KPK/N 10 i 20), dok je pri početnih 80±2 mg 

NH4-N/L ostvarena brzina oksidacije organskih sastojaka izraženih kao KPK 201,8 mg 

KPK/Lh i 264,9 mg KPK/Lh, a brzina oksidacije NH4-N 16,6 mg NH4-N/Lh i 12,3 mg 

NH4-N/Lh pri omjerima C/N 5 i 10 (KPK/N 10 i 20) 

8. Endogena denitrifikacija NO3-N pri C/N 1, 2 i 3 je rezultirala sveukupnom 

učinkovitošću uklanjanja nitrata od 37, 82 i 100%, odnosno endogena denitrifikacija 

NO2-N pri C/N 1 i 2 je rezultirala sveukupnom učinkovitošću uklanjanja nitrita od 53 i 

100% 

9. Endogena denitrifikacija NO3-N se odvijala pri brzini 2,8 mg NO3-N/Lh, znatno manjoj 

brzini od denitrifikacije uz vanjski izvor ugljika, manjoj za oko 2,86×. Veći je utrošak 

PHA za denitrifikaciju nitrata nego nitrita. 

10. U denitrificirajućoj defosfataciji pri anoksičnim uvjetima, sa početnih 40, 60 i 80 mg 

NO2-N/L (N/P 2, 3 i 4), i početnih 20±1 mg PO4-P/L, određeni su minimalno potrebni 

omjeri C/N iz natrijeva acetata kao izvora ugljika pri kojima se postiže 100% uklanjanje 

organskih sastojaka i pri tome maksimalni unos PO4-P i to pri C/N 4 za N/P 2 (40 mg 

NO2-N/L), C/N 3 za N/P 3 (60 mg NO2-N/L) i C/N 2 za N/P 4 (80 mg NO2-N/L). Pri 

tome je ostvareno 100% uklanjanje NO2-N i maksimalno do 84% uklanjanje P, 

aktivnošću DPAOs. 

11. Visoka koncentracija nitirita, 80 mg NO2-N/L, nije inhibirala proces istovremene 

denitrifikacije i uklanjanja P u anoksičnim uvjetima, proces denitrificirajuće 

defosfatacije preko NO2-N. 

12. Veći udio organskih sastojaka, od minimalno potrebnog, u denitrificirajućoj 

defosfataciji preko NO2-N pri anoksičnim uvjetima, je narušavao učinkovitost procesa 

uklanjanja P, dok je i dalje učinkovitost uklanjanja N 100%, ali je pri tim prekomjernim 

omjerima C/N preostalo neiskorištenog KPK. 

13. Istovremena denitrifikacija i uklanjanje P u procesu A/O/A konfiguracije uz endogenu 

denitrifikaciju, pokazuje važnost (i) sprege raspoloživih organskih sastojaka u 

anaerobnoj fazi procesa, dužine trajanja anaerobne faze kao i aktivnosti i zastupljenosti 



124 
 

PAOs/DPAOs, GAOs/DGAOs i uobičajenih heterotrofnih denitirifkanata; (ii) sprege 

dužine trajanja aerobne faze procesa kao i aktivnosti i zastupljenosti PAOs/DPAOs; kao 

i raspoložive koncentracije otopljenog kisika za odvijanje parcijalne nitrifikacije ili 

SND i aktivnosti i zastupljenosti AOB i NOB vrsta (iii) sprege dužine trajanja anoksične 

faze procesa i aktivnosti i zastupljenosti DGAOs – funkcionalnih organizama 

odgovornih za proces endogene denitrifikacije, a time i ukupno na učinkovitosti 

uklanjanja N i P kroz procese denitrifikacije/endogene denitrifikacije i 

aerobnog/anoksičnog unosa P. 

14. Istovremena denitrifikacija i uklanjanje P u procesu anerobno/aerobno/anoksične 

konfiguracije uz endogenu denitrifikaciju u vremenskom slijedu od 1 h anaerobne faze, 

1 h aerobne faze i 5 h anoksične faze procesa, pri C/N 2, 4, 6 pokazuje učinkovitost 

uklanjanja N 69,5%, 98,5% i 100%, a brzina endogene denitrifikacije je iznosila 2,2, 

1,5 i 1,6 mg NOx-N/Lh. Pri tome ostvareno je uklanjanje P od 57%, 55% i 65%. 

15. Istovremena denitrifikacija i uklanjanje P u procesu anerobno/aerobno/anoksične 

konfiguracije uz endogenu denitrifikaciju u vremenskom slijedu od 1 h anaerobne faze, 

2 h aerobne faze i 4 h anoksične faze procesa pri C/N 2, 4, 6, pokazuje učinkovitost 

uklanjanja N 75%, 100% i 100%, a brzina endogene denitrifikacije je iznosila 3,8, 1,4 i 

1,5 mg NOx-N/Lh. Ostvareno je uklanjanje P od 63%, 61% i 83%. 

16. Endogena denitrifikacija u produženoj anoksičnoj fazi procesa doprinosi dodatnom 

uklanjanju N, aktivnošću DGAOs 

17. Primjenom FISH metode dokazani su, vizualizirani i dokumentirani mikrobni klasteri 

za procese nitritacije (AOB), nitratacije (NOB), denitrifikacije (denitrifikanti), 

uklanjanje fosfora (PAOs i DPAOs) i endogene denitrifikacije (DGAOs) 

18. Dokazani su unutarstanično pohranjeni polimeri, poliP i PHA  

 

Budući da postoje praznine u znanju o populacijskoj dinamici, strukturi zajednice i 

metabolizmu različitih izvora ugljika u procesu denitrifikacije, preporuke daljnjih istraživanja 

bi bile:  

o dopuna održivijih izvora ugljika  

o procjena strukture i funkcije zajednice za denitrifikaciju 

o primjena različitih molekularno genetičkih tehnika s ciljem proučavanja funkcionalnih 

mikroorganizama, funkcionalnih gena i metaboličkih putova. 
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