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SAZETAK

Ucinkovitost 1 brzina denitrifikacije kao 1 razumijevanje mikrobnih i metabolickih mehanizama
denitrifikacije ovise o strukturi mikrobne zajednice, identitetu i brojnosti funkcionalnih
mikroorganizama i procesnim ¢imbenicima.

Uz vanjski izvor ugljika za denitrifikaciju NO3-N potrebno je osigurati omjer C/N 3,8, a za
denitrifikaciju NO>-N omjer C/N 2.4 iz natrijeva acetata kao izvora ugljika, za pocetnih 30 mg
NOx-N i1 2 g MLSS/L. Endogena denitrifikacija je znatno sporija od denitrifikacije uz vanjski
izvor ugljika. Brzina ednogene denitrifikacije NO3-N je 2,8 mg NOs-N/Lh. Brzina autotrofne
nitrifikacije povecava se s povecanjem pocetne koncentracije NHy4-N, koli¢ine 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 povecava se s povecanjem pocetne koncentracije NH4-N i koli¢ine mikrobne
biomase. S 3,0 g MLSS/L postignute su brzine parcijalne nitrifikacije 19,6-34,3 mg NH4-N/Lh
za pocetnih 30-100 mg NH4-N/L. U¢inkovitost parcijalne nitrifikacije iznosila je oko 68%.
Istovremena nitrifikacija 1 denitrifikacija sporija je od autotrofne nitrifikacije, a rezultirala je
gubitkom N od 72,2-81,8%. U procesu istovremene denitrifikacije i uklanjanja P pri anoksi¢nim
uvjetima uz NO»-N kao akceptora elektrona, 80 mg NO>-N/L nije imalo inhibicijski uc¢inak na
proces. Minimalni omjer C/N za odredeni N/P pri kojem se postize 100%-tno uklanjanje NO»-
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 31 C/N 2 za N/P 4, za pocetnih 20 mg PO4-P/L. Veé¢i omjer C/N od minimalno potrebnog
rezultirao je neiskoriStenjem organskih sastojaka 1 njihovim prisustvom u obradenoj vodi i
narusavao je uklanjanje P. Istovremena denitrifikacija 1 uklanjanje P u procesu
anerobno/aerobno/anoksi¢ne konfiguracije uz endogenu denitrifikaciju u reZimu 1 h anaerobno,
1 h aerobno, 5 h anoksi¢nih uvjeta, pri C/N 6 rezultirala je 100%-tnim uklanjanjem N 1 65%-
tnim uklanjanjem P, uz brzinu endogene denitrifikacije od 1,6 mg NOx-N/Lh. Rezim rada, 1 h
anaerobno, 2 h aerobno i 4 h anoksi¢no, pri omjeru C/N 4 rezultira 100%-tnim uklanjanjem N
1 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 1 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.

Kljucne rijeci: denitrifikacija, DGAOs, DPAOs, nitrifikanti, procesni ¢imbenici



EXTENDED ABSTRACT

The denitrification, also known as dissimilatory nitrate reduction, is a biological process of
reducing NOs-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 NO»-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
NO;-N/L and a minimum C/N ratio of 2.4 is required for denitrification of 30 mg NO>-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 17.84+0.6 mg NO3-N/Lh at COD/N 10
and 20.9+0.4 mg NOs-N/Lh at COD/N 20, respectively, and an initial 70=5 mg NOs-N/Lh, with
3+0.3 g MLSS/L. The denitrification rate of NO>-N with an external carbon source was
20.7£0.9 mg NO>-N/Lh at KPK/N 10 and 21.3+0.7 mg NO>-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 NO>-N/Lh at COD/N 10 and
36.5£0.6 mg NO2-N/Lh at COD/N 20 at initial 70+2 mg NO;N/L, with 3,0+0.2 g MLSS/L.
Endogenous denitrification of NOs-N took place at a rate of 2.8 mg NOs3-N/Lh, a significantly
lower rate than denitrification with an external carbon source, lower by about 2.86x. 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 NHy-
N/Lh with 3.0 g MLSS/L were achieved, for initial 30-100 mg NHs-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 NO»-N as an electron acceptor, with 40, 60 and
80 mg NO-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) — Anoksi¢no/aerobno

A2/0 (engl. Anaerobic/Anoxic/Aerobic) — Anaerobno/anoksi¢no/aerobno

A/O SBR (engl. Anoxic/Aerobic SBR) — Anoksi¢no/aerobno SBR

A/O/A (engl. Anaerobic/Aerobic/Anoxic) — Anaerobno/aerobno/anoksi¢no

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

ATP — Adenozin trifosfat

BNR (engl. Biological Nitrogen Removal) - Biolosko uklanjanje dusika

BPK — Bioloska potrosnja kisika

CANON (engl. Completely Autotrophic Nitrogen removal Over Nitrite) — Proces potpunog
autotrofnog uklanjanja dusika preko nitrita

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

DGAOs (eng. Denitrifying glycogen-accumulating organisms) - Denitrificirajuc¢i glikogen
akumulirajuéi organizmi

DPAOs (engl. Denitrifying Dephosphatation Organisms) - Denitrificiraju¢i defosfatirajuci
organizmi

DO (engl. Dissolved Oxygen) - Otopljeni kisik

EBPR (engl. Enhanced Biologilal Phosphorus Removal) - PoboljSano biolosko 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

GAGOs (engl. Glycogen Accumulating Organisms) - Glikogen akumuliraju¢i organizmi

HNAD (engl. Heterotrophic Nitrification and Aerobic Denitrification) - Heterotrofna
nitrifikacija i aerobna denitrifikacija

HRT (engl. Hydraulic Retention Time) - Hidrauli¢ko vrijeme zadrzavanja

ISS (engl. Inorganic Suspended Solids) - Anorganske Cestice



KPK - Kemijska potrosnja kisika

MLSS (engl. Mixed Liquor Suspended Solids) - Suspendirane Cestice u mijesanoj tekuéini
MLVSS (engl. Mixed Liquor Volatile Suspended Solids) - Hlapljive suspendirane Cestice u
mijesanoj tekucini

NLR (engl. Nitrogen Load Rate) - Brzina opterecenja duSikom

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

OHGOs (engl. Ordinary Heterotrophic Organimsms) - UobiCajeni heterotrofni organizmi

PAOs (engl. Phosphate Accumulating Organisms) - Fosfor akumuliraju¢i 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 djelomicna nitrifikacija

PND (engl. Partial Nitrification and Denitrification) — Djelomi¢na nitrifikacija i denitrifikacija
SBR (eng. Sequencing Batch Reactor) - Sarzni reaktor s pritokom supstrata

SBNR (engl. Shortcut Biological Nitrogen Removal) - Skraceni proces bioloskog uklanjanja
dusika

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

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

TN (eng. Total Nitrogen) - Ukupni dusik

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

polimerazom
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1. UVOD

Antropogene aktivnosti poput poljoprivrede i industrije doprinose globalnom onecis¢enju voda
s hranjivim tvarima (N i P), koje u prekomjernoj koli¢ini doprinose eutrofikaciji vodnih tijela.
Proces bioloskog uklanjanja dusika ukljucuje kombinaciju procesa nitrifikacije u aerobnim
uvjetima u kojima se zbiva oksidacija amonijaka do nitrata i procesa denitrifikacije u
anoksi¢nim uvjetima u kojima se zbiva redukcija nitrata i/ili nitrita do plinovitog dusika.
Bioloska denitrifikacija ekonomski je odrziva i pouzdana tehnologija za uklanjanje nitrata
(NOs3-N) i nitrita (NO»-N) iz otpadne vode i vazan je korak u ciklusu kruzenja dusika u prirodi
1 u inZenjerskim sustavima [1-3]. Denitrifikacija se zbiva u okoliSu pri niskoj koncentraciji
otopljenog kisika kada su prisutni elektron donori (izvor C) i denitrificiraju¢e bakterije [4].
Denitrifikaciju provode denitrificiraju¢e 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 stani¢ni rast [2]. U procesu uklanjanja dusika optimizacija
procesnih ¢imbenika je klju¢na, a odabir elektron donora i strategija hranjenja imaju vaznu
ulogu u poboljSanju 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 duSika [15]. Kao izvori ugljika, donori elektrona, za bioloSku
denitrifikaciju mogu se uporabiti: (i) organski sastojci iz otpadne vode, (i1) vanjski izvori ugljika
[5,6,13] 1 (iii) unutarstani¢no pohranjeni/skladisteni ugljik [7,9,11,12,14]. Karakteristike izvora
ugljika koje se koriste za bioloSku denitrifikaciju utjecu na strukturu mikrobne zajednice,
aktivnost uklanjanja nitrata, arhitekturu bioflokule/biofilma, brzinu denitrifikacije, 1
meduprodukte. Bioloska denitrifikacija ukljucuje sekvencijalne reakcije redukcije nitrata do
konacnog produkta, plinovitog dusika (N>), djelovanjem nekoliko reduktaza.

Da bi se istaknula uloga funkcionalnih organizama u procesu bioloSke denitrifikacije 1 ucinak
procesnih ¢cimbenika na denitrifikaciju, postavljeni su ciljevi disertacije: (i) vrednovati kapacitet
mikrobne zajednice aktivnog mulja za proces denitrifikacije, (i1) odrediti u¢inkovitost procesa
denitrifikacije (iii) definirati potreban/povoljan omjer C/N, (iv) definirati limitirajuce
¢imbenike procesa, (v) istraZiti 1 odrediti doprinos unutarstanicno pohranjenih zaliha ugljika u
poboljsanju uklanjanja N te (vi) odrediti mikrobne klastere konkurentnih mikroorganizama u

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



2. TEORETSKI DIO
2.1. Dusik

Dusik (N) je jedan od najrasSirenijih elemenata u prirodi [16]. Spojevi s duSikom ukljucuju
organske i anorganske oblike, a i jedni i drugi su neophodni za Zivot. Najznacajniji anorganski
oblici dusika su amonijev ion (NH4"), nitrat (NOs") i nitrit (NO2"). Plinoviti dusik se nalazi u
oblicima diduSika (Nz), diduSikovog oksida (N20), dusSikovog dioksida (NO2), didusikovog
tetraoksida (N204) i amonijaka (NH3). Organski dusikovi oblici ukljucuju otopljen i Cesti¢ni
organski dusik [17]. DusSik se nalazi u litosferi, hidrosferi 1 atmosferi, a upravo je atmosfera
najveci rezervoar dusika. U zemlji se nalazi mala koli¢ina litosferskog dusika, od ¢ega je mali
dio izravno dostupan biljkama, uglavnom u obliku NO3~ i NH4". Dusik kruzi izmedu zivih
organizama, zemlje i atmosfere, pri cemu su ukljuceni brojni ¢imbenici i procesi, bioloski i
fizikalno-kemijski. Relativno stabilan atmosferski dusSik N; se fiksira i konvertira u NH; u
procesu fiksacije duSika kojeg provode brojni razli¢iti prokarioti. U prirodi, dusik se moze
ukljuditi u Sest razli¢itih procesa koji kontroliraju njegovu pretvorbu iz organskog u anorganski
oblik i obrnuto, i dio su biogeokemijskog ciklusa kruzenja dusika (Slika 1): (i) fiksacija dusSika
(N, = NH3), (i1) nitrifikacija (NH; - NO; — NO3), (iii) denitrifikacija (NO3 — NO; —
NO — N,0 = N,), (iv) anaerobna oksidacija amonijaka (ANAMMOX) (NO; = NO — N,),
(v) asimilacija (NO3 — NO; — NH3) i (vi) amonifikacija (organski duSik - NHj3) [16].
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Slika 1. Ciklus kruzenja dusika (preuzeto i prilagodeno [16])

Na globalni ciklus dusika znac¢ajno utjece upotreba gnojiva. Od sredine 20. stolje¢a snazno je

porasla proizvodnja gnojiva zbog povecane proizvodnje hrane i1 energije za kontinuirano



rastucu globalnu populaciju [18]. U podruc¢jima gustog prometa dolazi do znac¢ajnog dodatnog
fiksiranja N u tlo 1 vodu, i predstavlja opasnost za okolis, tako $to tijekom sagorijevanja goriva
u motoru nastaju dusikovi oksidi koji mogu tvoriti duSi¢nu kiselinu. Zanemariva koli¢ina
fiksacije atmosferskog N> se dogada prilikom elektricnog praznjenja (munje) [16]. Dusik je
esencijalan nutrijent za rast i funkcioniranje biljaka, zZivotinja i ljudi, i esencijalan element za
sigurnost hrane [19,20], te je uobic¢ajeno ogranicavajuci ¢cimbenik prilikom proizvodnje hrane.
Zbog toga je razvijena proizvodnja sintetskog gnojiva na osnovi Haber-Bosch procesa [21].
Iako je industrijska fiksacija N2 nuZzna za proizvodnju hrane, ima posljedice na okolis 1 zdravlje
ljudi [22]. Agrikultura doprinosi emisijama amonijaka, duSikovih oksida (NOx) i duSikova (I)
oksida u zrak, te nitrata u podzemne vode [23]. Takoder, za vrijeme procesa spaljivanja tijekom
proizvodnje energije, transporta 1 industrijskih aktivnosti dolazi do formiranja 1 emisije NOx
kao nenamjernog otpadnog produkta [22]. DuSikovi spojevi se nalaze u industrijskim otpadnim
vodama, poput onih mljekarske industrije, mesne industrije, potom otpadnim vodama industrije
boja, kemikalija i lijekova [24-26]. Budu¢i da je koli¢ina proizvedenog dusika veca od koli¢ine
dusika koja se konvertira u N2, dusik se akumulira u okoliSu 1 ima $tetan u€inak na zdravlje
ljudi (Tablica 1), ekosustav, bioraznolikost i klimatske promjene [23,27,28]. Sirom svijeta se
uoCava znacajno onecis¢enje dusSikom u vodnim tijelima, a ocekuje se i daljnje povecanje
oneci$éenja zbog buduce upotrebe tla [29]. Sva tri duSikova iona, NH4", NO3™ i NO, ™ su toksi¢ni
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 NOs/L
za kroni€an ucinak [30]. Agrikultura je najveci izvor oneciS¢enja podzemnih i povrSinskih voda
[31,32]. Osim putem vode, dusik ljudi unose u svoje tijelo i putem hrane. Visoki unos proteina
moze dovesti do visoke proizvodnje uree i poviSene pH vrijednosti krvi, §to dovodi do prevelike
reakcije imunoloskog sustava. Takoder, bubrezi mogu biti preopterec¢eni §to moze uzrokovati
zatajenje bubrega. Visoka pH vrijednost krvi dovodi do gubitka mase kostiju. Giht je takoder
povezan s hranom koja ima visoku vrijednost purina, poput mesa [33]. Ljudi uobicajeno
konzumiraju vide nitrata iz povréa nego iz suhomesnatih proizvoda. Spinat, cikla, rotkvica,
celer i kupus su medu povréem koje opcenito sadrzi vrlo visoku koncentraciju nitrata [34].
Nitrati se mogu reducirati u nitrite pomocu odredenih mikroorganizama prisutnih u hrani 1
gastrointestinalnom traktu, 1 rezultira nitritnom toksi¢nos¢u kod male djece koja su hranjena s
povréem koje sadrzi visoku razinu nitrata (methemoglobinemija) [35]. Dusik moze zakiseliti 1
eutroficirati ekosustav. Dusik uglavnom djeluje indirektno na organizme preko ¢imbenika

poput obogacenja nutrijentima, iscrpljenja kisika (u vodenim ekosustavima), zakiseljenja vode
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ili tla, mijenjanja omjera nutrijenata ili pojaavajuci u¢inak drugih stresora poput patogena ili

klimatskih promjena [22].

Tablica 1. Pregled uc¢inaka na zdravlje povezanih s emisijom N u zrak [22].

Emisija Pravac/Put djelovanja Uc¢inak na zdravlje Indikator
NOx Inhalacija: astma, respiratorni poremecaj, NOx

- izravan u¢inak NO; upala disnih puteva, smanjena O3

- ucinci preko O3 funkcija pluca, bronhitis, rak

- ucinci preko lebdecih Cestica
NH3 Inhalacija: vidi NOx

- izravni ucinci (zanemarivo)
- ucinci preko lebdecih Cestica

miris umjeren doprinos mirisu

N20 Uc¢inak na zdravlje zbog globalnog povecan potencijal za
zatopljenja,  Cesto  povecano infektivne bolesti (pr. malarija)
eutrofikacijom 1 uCestalosti zaraze (pr. insekti,

Uc¢inak na zdravlje zbog gubitka cvjetanje algi)
stratosferskog ozona

Eutrofikacija (obogacenje nutrijentima) slatkovodnog 1 obalnog ekosustava uglavnom potjece
iz povrSinskih izvora poput otjecanja gnojiva, erozije sedimenata bogatih nutrijentima ili
ispusta kanalizacije. Zbog povecane koncentracije nutrijenata, N 1 fosfora (P), dolazi do
cvjetanja algi 1 cijanobakterija, Sto dovodi do hipoksije povrSinske vode i oslobadanja toksi¢nih
spojeva, §to zatim utjeCe na osjetljive organizme vise trofi¢ne razine, poput beskraljeznjaka 1
riba [36]. Sedimentacija i razgradnja biomase od cvjetanja fitoplanktona mozZe iscrpiti kisik pri
dnu vodenog stupca/na povrs$ini sedimenta, posebno kod ekosustava s niskom brzinom izmjene
vode [37], §to posljedi¢no uzrokuje promjene bontonske zajednice i cirkuliranja nutrijenata Sto

se odrazava 1 na ostatak vodenog ekosustava [38].

2.2.  Uklanjanje dusika iz otpadne vode
Spojevi s dusikom iz otpadne vode mogu se ukloniti fizikalno-kemijskom i bioloSkom obradom
[2,39,40]. Proces s aktivnim muljem (Slika 2) se uobi¢ajeno koristi za smanjenje koncentracije

spojeva s duSikom u efluentu.



Bioreaktor Sekundarna taloZnica

Influent Efluent
L

Aeracija

_ Povrat aktivnog mulja

Visak aktivnog
mulja

Slika 2. Proces s aktivnim muljem [2,26]

Bioloska obrada je ekonomicna, a sastoji se od kombinacije procesa nitrifikacije i
denitrifikacije. Postoje razli¢ite konfiguracije procesa za biolosko uklanjanje dusSika (BNR)
[2,26]: prednitrifikacija, postdenitrifikacija 1 istovremena nitrifikacija i denitrifikacija 1 drugi
procesi. U procesu bioloskog uklanjanja dusika, konverzija dusika se oslanja na bioloski
metabolizam i brojni fizikalno-kemijski parametri utjeCu na izvedbu BNR sustava. Tako,
otopljeni kisik (DO), pH vrijednost, temperatura, koncentracija mikrobne biomase kao
suspendirane Cestice u mijeSanoj tekuc¢ini (MLSS), dostupnost biorazgradivog ugljika (C),
omjer ugljika i dusika (C/N) i toksi¢nost influenta imaju ucinak na ucinkovitost uklanjanja
dusika [2,41,42].

Proces s aktivnim muljem (Slika 2) se koristi za biolosku obradu otpadnih voda gradova i
industrija. Nove tehnologije, poput reaktora s biofilmom, membranskih reaktora, SarZnih
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 bioloske reakcije), sekundarna taloznica (odvajanje obradene vode
1 aktivnog mulja) i sustav za odvodenje Cestica (odvodenje viska aktivnog mulja 1 povrat

aktivnog mulja) [2,26].

2.3. Nitrifikacija
Bioloska nitrifikacija je konverzija ili oksidacija amonijevog iona do nitrita 1 zatim do nitrata
pomocu skupine aerobnih autotrofnih bakterija koje se zovu nitrificirajuce bakterije; jednadzbe
{1 1 2}. Medu nitrificiraju¢im bakterijama najvaznije su bakterije roda Nitrosomonas 1

Nitrobacter. Prvi korak nitrifikacije, oksidaciju amonijevog iona do nitrita provode bakterije s
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prefiksom Nitroso-, amonijak oksidiraju¢e baterije (AOB), a drugi korak nitrifikacije,
oksidaciju nitrita do nitrata provode bakterije s prefiksom Nitro-, nitrit oksidirajuce 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 CO> za sintezu stani¢nog materijala, a amonijev i nitritni ion za dobivanje
energije. Dio amonijevog iona nitrifikanti asimiliraju u novu stani¢nu biomasu. Nitrifikanti
trebaju oksidirati otprilike oko 30 molekula amonijevog iona ili 100 molekula nitritnog iona za
svaku molekulu CO; koju su asimilirali u stani¢ni materijal. Zbog toga nitrifikanti imaju vrlo

nisku brzinu reprodukecije [2,26].

Nitrosomonas

2NH} + 30, —————— 2NOj + 2H,0 + 4H* {1}
Nitrobacter
2NO; + 0, ———— 2NO3 {2}

Ukoliko dode do djelomicne inhibicije enzimske aktivnosti nitrifikanata javlja se akumulacija
nitritnog iona. Inhibicija sprjeava brzu oksidaciju nitritnog iona do nitratnog iona. Operativni
¢imbenici koji utjecu na inhibiciju su niska temperatura, nedostatak klju¢nih nutrijenata, visoka
koncentracija amonijevog iona u influentu, inhibicijski 1 toksi¢ni spojevi, promjena pH
vrijednosti, kratko vrijeme zadrZavanja 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 moZe provesti asimilatornim, disimilatornim ili denitrifikacijskim putem.
U literaturi se mogu naci razlicite definicije asimilatorne i1 disimilatorne redukcije nitrata, 1
denitrifikacije [1,2,26]. Asimilatorna redukcija nitrata ukljucuje anabolicke reakcije u kojima
se nitrat konvertira u biomasu. Disimilatorna redukcija nitrata do amonijaka ukljucuje izravnu
konverziju nitrata do amonijaka. Denitrifikacija je stupnjevita redukcija nitrata do plinovitog
dusika [1]. Anoksi¢na respiracija ili denitrifikacija se naziva disimilatornom redukcijom nitrita
ili nitrata jer se nitritni 1 nitratni ioni reduciraju do molekularnog dusika. DuSik u nitritnom 1
nitratnom ionu se ne ugraduje 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 ugraduje u stani¢ni materijal, i ovim procesom se

ne uklanja dusik iz otpadne vode [2,26]. Bakterijska respiracija nitrata je prirodan proces



redukcije nitrata, koji je industrijaliziran da bi se uklonilo antropogeno onecis¢enje nitratom.
Mikrobna denitrifikacija je ekonomicnija i ucinkovitija pri visokoj koncentraciji nitrata u
usporedbi s fizikalno-kemijskim metodama za uklanjanje nitrata, poput reverzne osmoze,
izmjene iona, elektrodijalize, kemijske denitrifikacije 1 metode adsorpcije [39].

Dva osnovna dijagrama toka denitrifikacije 1 uvjeti koji pokreéu brzinu denitrifikacije su

prikazani na Slici 3.

N2

L

Reciklacija nitrata

Influent o OA bno/ O Efluent
—————| Anoksi¢no erobno > _____,
nitr(iglka(c)ija

Povrat aktivnog mulja

(@) Mulj
C-izvor N2
Influent AO bno/ Efluent
—_—| O Acrobno/ Anoksi¢no > —_—
O nitrifikacija
O
1

Povrat aktivnog mulja

(b) Mulj

Slika 3. Proces denitrifikacije: (a) predenitrifikacija i (b) postdenitrifikacija (preuzeto i
prilagodeno [2])

NajceSc¢e koristeni proces za bioloSko uklanjanje duSika u obradi gradske otpadne vode je
modificirani Ludzak-Ettinger (MLE) proces [43] (Slika 3a). Proces se sastoji od anoksi¢nog
reaktora za proces denitrifikacije nakon kojeg slijedi aerobni reaktor u kojem se odvija
nitrifikacija. Aktivni mulj iz nitrifikacijskog reaktora koji sadrzi NOs-N recirkulira visokom
brzinom protoka u anoksi¢ni predenitrifikacijski reaktor zbog uklanjanja nitrata iz otpadne

vode. Budu¢i da organski supstrat u influentu otpadne vode omogucava/donosi elektron donore
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za oksidacijsko redukcijske reakcije koriStenjem nitrata, proces se naziva denitrifikacija
supstratom. Takoder, budu¢i da anoksicni proces prethodi aerobnom reaktoru, proces je poznat
kao preanoksi¢na denitrifikacija [2]. Niska koncentracija DO je konstantno prisutna u
bioloSkom predenitrifikacijskom reaktoru. Dnevne prosjecne koncentracije izmjerene u
postrojenjima punog mjerila su uglavnom 0,2-0,4 mg DO/L, s visSim pikovima tijekom dana,
posebno u malim postrojenjima za biolosku obradu otpadnih voda [44,45]. Stoga, koncentracija
DO unutar anoksi¢nog bioreaktora je rezultat dva oprecna ¢imbenika: potrosnje kisika od strane
heterotrofnih bakterija i unosa kisika iz sirove kanalizacije, recirkulacije mulja, i ve¢inom,
recirkulacijom mijesane tekucine. Dizajn bioloSkog predenitrifikacijskog reaktora se provodi
na temelju brzine denitrifikacije, pretpostavljajuéi kinetiku nultog reda (u vezi s koncentracijom
NOs-N i organskih spojeva) i uzimajuci u obzir u¢inak temperature [46-48].

U drugom procesu (Slika 3b) denitrifikacija se odvija nakon nitrifikacije, a izvor elektron
donora je endogeno raspadanje, i proces se opéenito zove postanoksi¢na denitrifikacija jer se
uklanjanje organskih sastojaka izrazenih kao BPK zbilo ranije u procesu i organski sastojci iz
otpadne vode nisu dostupni/raspolozivi za pokretanje reakcije redukcije nitrata. Kada proces
postanoksic¢ne denitrifikacije ovisi jedino o endogenoj respiraciji za energiju, ima znatno nizu
brzinu reakcije od preanoksi¢nog procesa u kojem se uporabljuju organski sastojci iz otpadne
vode. Cesto se dodaje egzogeni (vanjski) izvor ugljika poput metanola ili acetata u
postanoksican proces da se osigura dovoljno organskih sastojaka za redukciju nitrata i da se
poveca brzina denitrifikacije [2].

Dentitrifikacija 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 stani¢énu membranu bakterija, Sto se u konacnici

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



(@ Denitrifikacijska reduktaza
B Jezgra respiratornog lanca

= Prijenos elektrona

=== Prijenos molekula

NADH

hidrogenaza kompleks

Unutarstani¢no

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

prilagodeno [10,49,50])

U procesu denitrifikacije odvija se niz reakcija, jednadZba {3}: nitrat se reducira preko nitrita,
didusikovog monoksida, duSikovog monoksida, diduSikovog oksida do plinovitog dusika,

pomocu Cetiri uzastopne reakcije koju kataliziraju ¢etiri mikrobne reduktaze (Slika 4).

dusikov didusikov
nitrat nitrit monoksid oksid
_ reduktaza — reduktaza reduktaza reduktaza
NO; =%, NO; NO N,0 =25 N, {3}

U procesu denitrifikacije redukcija nitrata je katalizirana nitrat reduktazom (nar), redukcija
nitrita nitrit reduktazom (nir), zatim redukcija dusikovog monoksida je katalizirana duSikov
monoksid reduktazom (nor), i posljednji korak denitrifikacije, redukcija didusikovog oksida je
katalizirana diduSikovom oksid reduktazom (nos) [51]. Upravo je redukcija nitrita do
dusikovog monoksida klju¢ni korak koji ograni¢ava brzinu denitrifikacije, kao i korak u kojem
se denitrifikacija razlikuje od drugih metabolickih reakcija nitrata [52]. U tom koraku je aktivan
enzim nir, pa se nir geni, nirS 1 nirK, koriste za analizu denitrifikanata kada se istrazuje
struktura 1 raznolikost mikrobne populacije [8,52,53]. Visoka koncentracija nitrita inhibira nir,
Sto smanjuje brzinu denitrifikacije nitrita, i nos, §to dovodi do povecanja emisije N2O [54-56].
Postoji nekoliko operativnih ¢imbenika koji snazno utjecu na denitrifikaciju: supstrat (BPK),

odsutnost slobodnog molekularnog kisika, prisutnost odgovarajuée i aktivne populacije
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denitrificiraju¢ih bakterija, vrijednost pH, temperatura, nutrijenti, i redoks potencijal.
Najvazniji ¢imbenici su prisutnost supstrata ili lako dostupnog ugljika i odsutnost slobodnog

molekularnog kisika [26].

2.5. Cimbenici procesa denitrifikacije
Na ucinkovitost 1 brzinu denitrifikacije utjecu brojni ¢imbenici, poput: funkcionalna mikrobna
populacija denitrificiraju¢ih bakterija, vrsta i koncentracija izvora ugljika, omjer C/N, pH

vrijednost, koncentracija otopljenog kisika, temperatura, hidraulicko vrijeme zadrzavanja [57-

591.

2.5.1. Izvori ugljika za denitrifikaciju 1 omjer C/N
Izvori ugljika (elektron donori) za denitrifikaciju mogu biti: (i) biorazgradivi organski spojevi
prisutni u otpadnoj vodi, (ii) vanjski (egzogeni) izvori ugljika 1 (iii) unutarstanicne rezerve
ugljika poput polihidroksialkanoata (PHA) [2,14]. Stehiometrijske reakcije uz razlicite izvore
ugljika (otpadna voda, metanol, acetat) u procesu denitrifikacije su prikazane jednadzbama {4-

6}, a C10H1903N se obi¢no koristi za opis biorazgradivih organskih spojeva u otpadnoj vodi

[2,43].

C—i :
_ otpadrllzav\?(l).da _
C10H1905N + 10NO; ————— 5N, + 10CO, + 3H,0 + NH; + 100H {4
C—izvor: metanol
5CH,O0H + 6NO3 3N, + 5C0, + 7H,0 + 60H"~ {5}
C—izvor: acetat
5CH;COOH + 8NO3 —————— 4N, + 10CO, + 6H,0 + 80H™ {6}

Postoje dva opcenita slucaja kada brzina koriStenja supstrata kontrolira brzinu denitrifikacije
(Slika 3). Prvi je anoksi¢no/aerobni proces gdje je organski supstrat (elektron donor) iz influenta
otpadne vode koji se prihranjuje u anoksican reaktor (Slika 3a). Drugi je slucaj postanoksi¢na
denitrifikacija, gdje se odvija nitratna redukcija nakon aerobne obrade u reaktoru u koji se
dodaje vanjski izvor ugljika (Slika 3b). Budu¢i da je biorazgradivi organski materijal iz otpadne
vode iscrpljen u aerobnoj obradi, kao pokreta¢ reakcije redukcije nitrata se koristi egzogeni
izvor ugljika. Endogena respiracija stvara potrebu za nitratima uzrokovanoj koristenjem 1
oksidacijom supstrata. Ta reakcija se javlja u mijeSanoj teku¢ini anoksi¢nog reaktora i pri
znatno je nizoj brzini od brzine denitrifikacije uzrokovano koristenjem supstrata. Postanoksi¢na
denitrifikacija se moze provoditi sa ili bez egzogenog izvora ugljika. Bez egzogenog izvora,

postanoksican 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 hidraulicko vrijeme zadrzavanja
(HRT) da se postigne visoka u¢inkovitost uklanjanja nitrata [2]. U slucaju kada je otpadna voda
elektron donor, anoksi¢ni reaktor prima influent otpadne vode i nakon njega slijedi aerobni
reaktor u kojem se odvija nitrifikacija. Heterotrofni bakterijski rast se javlja i u anoksi¢noj i u
aerobnoj zoni s utroSkom nitrata i kisika [2]. Denitrifikanti mogu koristiti organske spojeve koji
se uobiCajeno nalaze u otpadnoj vodi kuéanstva. 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 dusika.
Vrsta egzogenog izvora ugljika utjece na brzinu denitrifikacije, proizvodnju i nakupljanje
meduprodukata denitrifikacije, proizvodnju aktivnog mulja i kvalitetu efluenta [13,58].
Egzogeni izvori ugljika dijele se, prema Wang 1 sur. [58], na:
(1) izvore ugljika u tekucoj fazi
o komercijalni izvori ugljika — metanol, etanol, acetat, octena kiselina
o nusprodukti fermentacije otpadne tekucine bogati ugljikom
(i1) izvore ugljika u ¢vrstoj fazi
o Dbiorazgradivi polimerni izvori ugljika
* dobiveni mikrobnom fermentacijom — PHA
* sintetizirani iz biomase — poput proteini, polisaharidi
= petrokemijski proizvodi — polikaprolakton, poliglikolna kiselina i
polibuten
(111)  1zvore ugljika u ¢vrstoj fazi biomase bogate ugljikom
o lignoceluloza — drvna biomasa, poljoprivredni otpad (riza, pSenica, jeCam,
kukuruzna slama)
o razni celulozni otpad — ¢vrsti 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 1 uz koje se postize visoka u€inkovitost redukcije nitrata. Acetat se lako
moze konvertirati u acetil Co-A koji ulazi u citratni ciklus, a elektroni otpusteni tijekom oksido-
redukcijskih reakcija mogu se iskoristiti za denitrifikaciju [59].
U istraZzivanju ucinka acetata, glukoze, etanola i1 askorbinske kiseline na proces denitrifikacije
u ovisnosti o temperaturi, kao najucinkovitiji izvor ugljika pri 10 °C pokazao se etanol, dok su
pri sobnoj temperaturi brzine denitrifikacije uz glukozu i uz acetat bile puno vise u usporedbi s
brzinama pri 10 °C. Askorbinska kiselina se pokazala neu¢inkovitom u procesu denitrifikacije
[60].
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Istrazivanje ucinka acetata, propionata, glukoze, glicerola, etanola i metanola na proces
denitrifikacije, funkcionalne denitrificiraju¢e gene i emisiju N2O je pokazalo da se potpuna
denitrifikacija nitrata do plinovitog duSika dogodila pri uporabi etanola i metanola kao izvora
ugljika, 1 pri tome nisu detektirani meduprodukti NO>™-N 1 NoO-N. Od ostalih istrazenih izvora
ugljika, ucinkovitost je bila najbolja uz glicerol > propionat > acetat > glukoza, a N2O je
proizveden samo pri uporabi glicerola. Najucinkovitiji se pokazao metanol §to se moze pripisati
prisutnosti metilotrofnih denitrificiraju¢ih bakterija u inokulumu, a koje koriste spojeve s
jednim ugljikom kao izvor supstrata [59].

Acetat kao izvor ugljika rezultira ve¢om brzinom denitrifikacije i boljom ucinkovito$¢u
uklanjanja dusikovih spojeva (NOx-N) u odnosu na druge izvore ugljika (metanol, etanol,
glukoza) [13,61,62].

Osim vrste izvora ugljika vazna je i koli¢ina dodanog ugljika, odnosno omjer C/N [63]. Ukoliko
nema dovoljno raspolozivog ugljika protok elektrona ne moze zadovoljiti potrebe energije za
stanicni rast, te su naruSeni staniCan rast i denitrifikacija koja je nepotpuna i nakupljaju se
meduprodukti denitrifikacije. Takoder, prekomjerna koli¢ina raspolozivog ugljika, ve¢a od
optimalne, uzrokuje gubitak skupih izvora elektrona, povec¢anjem KPK u efluentu [58,64].
Visoki omjer KPK/NOs3-N (KPK/NOs-N 4, 5 i 6), pri kojemu je koli¢ina organskih sastojaka
prekomjerna, potice rast potpunih denitrifikanata smanjujuéi nakupljanje nitrita i povecavajuci
emisiju N2O. Niski omjer KPK/NOs3-N (KPK/NO3-N 1, 2 1 3) rezultira niskom ucinkovitoS¢u
denitrifikacije (54,45%) 1 povec¢anom koncentracijom nitrata u efluentu (do 200 mg NO3-N/L),
zbog nedostatne koli¢ine 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 1 2,57 nakuplja se N2O zbog
ogranicene opskrbe elektronima, dok je pri omjerima C/N 5,14 i 12,85 doSlo do potpune
denitrifikacije. Pri omjerima C/N<2,5 moZe do¢i do nakupljanja nitrita ili N2O tijekom
denitrifikacije zbog kompeticije za elektrone izmedu reakcija redukcije nitrata 1 nitrita [59].
Smatra se da je odgovarajuc¢i omjer organskog ugljika za proces denitrifikacije izrazen 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. 1 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]

Dusikov ion Potrebno metanola po Proizvedene Dusik u proizvedenim
mg/L duSikovog iona stanice stanicama

NO2- 1,5 mg/L 0,3 mg 0,04 mg

NOs~ 2,5 mg/L 0,5 mg 0,06 mg

Komunalne otpadne vode karakterizira niski omjer KPK/N, Sto Cesto nije dovoljno za
ucinkovito uklanjanje dusika, pa se svakodnevno u postrojenjima za biolosku obradu otpadnih
voda troSe velike koli¢ine vanjskog izvora ugljika Sto predstavlja znatan troSak [14,70]. Budu¢i
da su vecina denitrificiraju¢ih bakterija heterotrofi, vanjski izvor ugljika se ¢esto dodaje kao
elektron donor za stani¢ni rast i redukciju nitrata odnosno nitrita [14,71,72], a metanol, etanol
i natrijev acetat se obi¢no koriste u laboratorijskim i industrijskim procesima za biolosku obradu
otpadnih voda [14,73,74]. Razlicite vrste izvora organskih supstrata, ovisno o njihovoj
biorazgradivosti, su glavni ¢imbenici koji utje€u na varijacije u brzini stani¢ne proizvodnje,
brzini denitrifikacije 1 bakterijske zajednice [13,18,24,25,75-77]. Budu¢i da vanjski, dodani
izvor ugljika za proces denitrifikacije predstavlja troSak u postrojenju za biolosku obradu
otpadnih voda, istrazuju se alternativni izvori ugljika poput otpadne vode iz mljekarske
industrije, mulj, drveni peleti, pSenicna slama, drvene strugotine, biorazgradiva plastika
[18,25,75,78-81].

Kako su katabolicki 1 respiratorni geni razli¢ito rasporedeni duz genoma, tako odredeni izvor
ugljika moze favorizirati razlicite respiratorne procese. U istrazivanju uc¢inka 94 izvora ugljika
na konacne produkte mikrobioloske 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 Secerima amonificira
nitrate, dok sa citratom ili formijatom kao izvorom ugljika Pseudomonas denitrificira, a s
Sulfurospirillum amonificira nitrate. Istaknuto je da viSe koncentracije ugljika uvijek
favoriziraju disimilatornu redukciju nitrata do amonijaka prije nego denitrifikaciju ili
akumulaciju nitrita, i da ponekad sastav izvora ugljika moze biti jednako vazan kao i
koncentracija ugljika u odredivanju konacnih produkata nitratne redukcije [78].

U istrazivanju ucinka natrijevog acetata, glukoze i polimera poli-3-hidroksibutirat-ko-3-

hidroksivalerat/polilaktat (PHBV/PLA) na brzinu denitrifikacije, pokazano je da se vece brzine
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denitrifikacije postizu uz glukozu i natrijev acetat kao izvor ugljika u odnosu na PHBV/PLA
polimer. Takoder, istaknuto je da na denitrifikaciju utje¢u kemijska svojstva izvora ugljika, pri
¢emu se acetat 1 glukoza lako ukljucuju 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 koristenje slobodnog molekularnog kisika za
razgradnju organskih sastojaka jer je energija dobivena aerobnom respiracijom organskih
sastojaka veca od energije dobivene anoksi¢nom respiracijom organskih sastojaka. Stoga, u
prisutnosti visoke koncentracije otopljenog kisika (DO>1,0 mg/L), denitrifikanti aktiviraju
enzimski sustav za koriStenje slobodnog molekularnog kisika i deaktiviraju enzimski sustav za
koriStenje nitritnih i nitratnih iona. Aerobna respiracija je u¢inkovitija i bakterije ¢e je preferirati
u donosu na denitrifikaciju [7,79]. Na sustavima za obradu otpadnih voda jedan od problema
procesa denitrifikacije je osiguravanje anoksi¢nih uvjeta u zoni denitrifikacije. U anoksi¢nu
zonu otopljeni kisik dospijeva s recikliranim muljem pa se dio organskih spojeva u anoksi¢noj
zoni oksidira uz taj raspolozivi otopljeni kisik [7].

Medutim, ako postoji gradijent otopljenog kisika prema srediStu flokule, denitrifikacija se
odvija u sredistu flokule, odnosno, denitrifikacija se javlja u prisutnosti mjerljivog otopljenog
kisika. Flokule ve¢e od 100 um su dovoljno velike da proizvedu gradijent otopljenog kisika.
Pod gradijentom otopljenog kisika, bakterijske stanice unutar flokule istovremeno respiriraju
koriStenjem kisika, nitritnih 1 nitratnih iona. Bakterijske stanice na periferiji flokule koriste
otopljeni kisik za respiraciju, a bakterije u srediStu flokule koriste nitritne 1 nitratne ione za
respiraciju. Ipak, energija dobivena anoksi¢nom respiracijom je usporediva s aerobnom
respiracijom, jednadzbe {7 i 8}. Poput aerobne respiracije, tijekom denitrifikacije dolazi do
potpune oksidacije organskih sastojaka do CO,. Oko 25% biorazgradivih organskih sastojaka
razgradenih tijekom anoksi¢ne respiracije se koristi za stani¢nu sintezu ili proizvodnju mulja.
Koli¢ina stanica ili mulja koji su proizvedeni tijekom aerobne respiracije je veca zbog vece
koli¢ine energije koja je dobivena tijekom aerobne respiracije u usporedbi s anoksicnom

respiracijom [26].

aerobna respiracija

Glukoza + 60, 6CO, + 6H,0 + 686 kcal {7}

14



anoks. respiracija

Glukoza + 4,8NO3 + 4,8H* 6C0, + 2,4N, + 8,4H,0 + 636 kcal {8}

U istrazivanju primjene biorazgradive plastike (Skrob 60% i polipropilen 30%) kao izvora
ugljika u procesu denitrifikacije u aerobnim (6,8 mg DO/L na pocetku pokusa), anoksi¢nim
uvjetima (propuhano duSikom i zatvoreno) i uvjetima niske koncentracije otopljenog kisika
(bez aeracije, otvoreno, na pocetku pokusa 4,8 mg DO/L, DO brzo pala na vrlo nisku
vrijednost), pokazano je da se brzina denitrifikacije znacajno smanji u prisutnosti DO u
denitrificiraju¢em reaktoru [79]. Pokusi su vodeni pri 110 mg NOs-N/L, 1375 mg VSS/L, 30+2
°C, a tijekom pokusa je vrijednost pH iznosila 6,5-7,8. Veca brzina uklanjanja nitrata postignuta
je u anoksi¢nim uvjetima (30,6 g NO3-N/m*d) s 98% ucinkovitosti uklanjanja, i pri niskoj
koncentraciji otopljenog kisika (30,8 g NO3-N/m>d) s 97% ucinkovitosti uklanjanja nitrata, u
odnosu na aerobne uvjete (20,6 g NO3-N/m’d) s u¢inkovitosti uklanjanja 65%. Iako u pokusima
pri svim istraZzivanim koncentracijama otopljenog kisika nisu zabiljeZeni nitriti na kraju pokusa,
zabiljezena je akumulacija nitrita, i to veca u pokusima pri niskoj koncentraciji otopljenog
kisika (4,4 mg NO>-N/L) nego u anoksi¢nim i aerobnim uvjetima (1,5 mg NO2-N/L). Tijekom
pokusa su zabiljezili formiranje do 1 mg NH4-N/L, kao posljedicu disimilatorne redukcije
nitrata do amonijaka [79].

Inhibicija brzine denitrifikacije s DO takoder ovisi o veli¢ini i strukturi flokule [2]. Prisutnost
0,2 mg DO/L moZe smanjiti brzinu denitrifikacije do 40% u odnosu na maksimalnu vrijednost
[2,83,84]. Koncentracija otopljenog kisika u anoksi¢nom reaktoru bi trebala biti ispod 0,2 mg/L
jer kisik ima trenutni inhibitorni u¢inak na denitrifikaciju [84,85]. Takoder, ekspresija 1

aktivnost skoro svih dusik 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] 1 protisti [88], dok redukciju nitrata primarno provode bakterije
[41]. Denitrificirajuée 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 1 duSikovim oksidima kao terminalnim elektron akceptorima i pri tome je
kisik inhibitor procesa denitrifikacije [7,60]. Nekoliko klju¢nih enzima ukljucenih u

respiratorni put disimilatorne redukcije nitrata su karakteristicni za proces denitrifikacije (Slika
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4) 1 mogu se kvalificirati za analize raznolikosti denitrificiraju¢ih bakterija. Vecéina paznje je
posveéena membranski vezanoj nitrat reduktazi (nar) i periplazmatskoj nitrat reduktazi (nap) i
dvije vrste nitrit reduktaza (nirK 1 nirS) [89]. Ipak, nemaju sve denitrificirajuce bakterije
sposobnost potpune denitrifikacije nitrata do elementarnog dusika jer im nedostaju nirS, norB
ili nosZ geni koji kodiraju reduktaze za nitrit, duSikov monoksid i diduSikov oksid te ne moze
do¢i do redukcije NO2 do NO, NO do N2O, kao niti N2O do N». Potpuna denitrifikacija pri
obradi otpadne vode postize se suradnjom razliCitih denitrificiraju¢ih bakterija iz mikrobne

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

Tablica 3. Podjela denitrificiraju¢ih bakterija [65,92]
Vrsta denitrificirajucih bakterija Korak denitrifikacije koji provode
potpuni denitrifikanti baterije koje reduciraju NO3—N i NO—N do N>
nepotpuni denitrifikanti bakterije koje mogu samo reducirati NO3—N do NO,—N

nepotpuni  nitrit  reduciraju¢i bakterije koje mogu reducirati NO3—N do NO>—N, ali

denitrifikanti reakcija je inhibirana supstratom (NO3—N)

iskljucivi nitrit reduciraju¢i  bakterije koje mogu reducirati samo NO,—N
denitrifikanti

nedenitrifikanti bakterije koje ne mogu reducirati ni NO3—N ni NO>—N

Brojni denitrifikanti su fakultativni anaerobi, u prisutnosti kisika inhibiran je put denitrifikacije,
1 preostaje samo aerobna respiracija jer ima najucinkovitije oCuvanje Gibbsove slobodne
energije. Pri niskoj koncentraciji otopljenog kisika 1 kada ima nitrata, dolazi do inicijacije
denitrifikacije. Intermedijeri denitrifikacije, nitrit i NO, su toksi¢ni spojevi za bakterije [93],
njihove unutarnje koncentracije su regulirane ispod citotoksi¢ne razine do mM i nM [10,50].
Posljedicno, kisik, nitrat, nitrit i NO su medu klju¢nim signalima koji utjecu na regulaciju
denitrifikacije. Regulacija mikrobne denitrifikacije na razini transkripcije je intenzivno
proucavana na modelu denitrificiraju¢ih sojeva Paraccocus denitrificans 1 Pseudomonas
aeruginosa. Kod denitrifikanata, regulacija transkripcije gena denitrifikacijske reduktaze se
postize pomocu transkripcijskih faktora FNR obitelji [94].

U mijesanoj bakterijskoj populaciji, dva razliita bakterijska fenotipa mogu utjecati na
ravnoteZu nitrata 1 nitrita: nitrat respirirajuce bakterije koje ne mogu reducirati nitrit, i prave
denitrificirajue bakterija koje reduciraju nitrat i nitrit do plinovitog duSika [95,96]. Nitrat

respiriraju¢e bakterije imaju tri puta vecu brzinu rasta, pa brzo postanu dominantne [97].
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Posljedi¢no, u prisutnosti nitrata, dominacija nitrat respiriraju¢ih bakterija uzrokuje
akumulaciju nitrita. Nakon utroska nitrata, pravi denitrifikanti se nastavljaju razvijati
koriStenjem nitrita i postanu dominantne. Glavni ¢imbenici koji utjecu 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 ¢imbenika varijacije brzine
bioloskih reakcija, Sto se reflektira na obradu otpadnih voda [101]. Do sada je identificirano
skoro 130 bakterijskih vrsta unutar vise od 50 rodova kao denitrifikanti [102]. Vecina
denitrifikanata spada u rodove Alcaligenes, Bacillus, 1 Pseudomonas [26]. Unato¢ tome S$to
struktura denitrificirajuée zajednice znacajno varira medu postrojenjima za biolosku obradu
otpadnih voda zbog obradnih procesa i operativnih uvjeta, izolirani bakterijski rodovi iz
denitrificiraju¢ih reaktora su bili usko povezani s vrstama u Proteobacteria [103,104],
ukljucujuéi Thauera spp., Paracoccus spp., 1 Pseudomonas spp. [105]. Mikroorganizmi
Pseudomonas, Dechloromonas, Flavobacterium, Thauera, Rhodobacter i Zoogloea se obi¢no
povezuju s denitrifikacijom [106-109].

Identifikacija 1 analiza razli¢itih populacija denitrificiraju¢ih bakterija pomaze u shvacanju
strukture mikrobne zajednice, funkcionalnih gena i prilagodljivosti zajednice okolisu u kojem
se nalazi. Za taksonomsku identifikaciju i proucavanje filogenetske strukture zajednica
denitrificiraju¢ih bakterija korist se molekularna metoda genskog sekvenciranja pri cemu se
kao filogeneticki 1 funkcionalni biomarkeri koriste 16S rRNA geni ili geni koji kodiraju za
denitrifikacijske reduktaze. Za analizu strukture mikrobne zajednice i njenog denitrificirajuceg
potencijala od molekularnih metoda primjenjuju se takoder denaturirajuca gel elektroforeza,
polimorfizam duZine restrikcijskih fragmenata, fluorescentna in situ hibridizacija i1 sondiranje
DNA stabilnim izotopima [41].

Mnoge vrste denitrificirajucih bakterija identificirane su primjenom molekularnih metoda, a
neke od denitrificiraju¢ih 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]. Budu¢i su inzenjerske prakse obrade otpadne vode obi¢no bazirane na
cjelokupnom funkcioniranju procesa, bi bilo prikladnije fokusirati se na predominantne
organizme odgovorne za denitrifikaciju nego identificirati sve bakterije koje sadrze skupinu

gena za denitrifikaciju [105]. U denitrifikaciji, nitrat reduktaza je prvi enzim u procesu (Slika
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4, jednadzba {3}). Membranski vezana nitrat reduktaza (narG) i periplazmatski vezana nitrat
reduktaza (napA) su prepoznate kao Siroko rasprSene kroz rodove koji pripadaju Bacteria i
Archaea kraljevstvima [110].

U proucavanju rodova denitrifikanata Paracoccus spp., Thauera spp., Pseudomonas spp., i dva
funkcionalna gena nitrat reduktaze, narG i napA kao potencijalnih biomarkera za ukupno
uklanjanje dusika pomocu kvantitativne lanc¢ane reakcije polimerazom (qPCR), istaknuto je da
su ti bakterijski rodovi 1 funkcionalni geni pokazali znacajnu negativnu korelaciju s ukupnim
dusikom u efluentu [105]. U Pearsonovoj korelaciji 1 analizi kanonic¢ke redundancije pokazano
je da su varijable koje najviSe objaSnjavaju kombinacija konstituenata, a kao najvaznija se
ispostavila temperatura, a zatim i pH vrijednost, vrijeme zadrzavanja Cestica (SRT), ukupni
dusik 1 organski sastojci u influentu (BPK 1 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 €inila oko
16% ukupnih bakterija u aktivnom mulju, Paracoccus spp. 0,09% 1 Pseudomonas-sli¢ne
bakterije 0,02%. Koli¢ina narG-sli¢nih genskih stanica je bila oko 20-90 puta veca nego napA
gena, ovisno o datumu uzorkovanja [105]. Neka istrazivanja 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 Cesti denitrifikanti zapaZeni u aktivnom mulju [111-113]. MoZe se
dogoditi da genski bazirana analiza 16S rRNA ne opiSe tocno bakterijsku biokemijsku razinu
jer je denitrifikacija generalizirani proces, 1 genetska razlika unutar funkcionalnih gena koji
kodiraju razlicite korake je velika [114]. 1z tog razloga bilo bi prikladnije koristiti funkcionalne
gene, koji odgovaraju jednom koraku u procesu, kao pokazatelj cjelokupne denitrifikacije kao
to¢niji nacin za ispitivanje ukupnih denitrifikanata [105].

Raznolikost 1 sastav mikrobne zajednice u snaZznoj je ovisnosti o izvoru ugljika. U istraZivanju
mikrobne zajednice denitrifikanata uz izvore ugljika: drveni peleti (preSana piljevina), pSeni¢na
slama 1 drvene strugotine raznolikost zajednice je opadala u nizu: drvene strugotine, pSeni¢na
slama 1 drveni peleti, a uzrok bi mogao biti rastu¢a homogenost materijala [18]. Bakterije
koljena Proteobacteria (-Proteobacteria), Bacteroidetes 1 Firmicutes su dominantne, kao 1
rodovi Thauera, Pauldibacter 1 Pseudomonas, identificirane pri koriStenju acetata kao izvora

ugljika [61,62,115].
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2.5.4. pH vrijednost
Denitrifikacija se moze odvijati u Sirokom rasponu pH vrijednosti [26], 1 za vecinu
denitrificiraju¢ih 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 okoli§ snazno utjeCe na mikrobnu denitrifikaciju. U
denitrifikaciji, u redukciji nitrita do dusikovog monoksida, nastaju OH™ ioni koji utje¢u na pH
vrijednost mijeSane tekucine, ako sustav nije puferiran. Vrijednost pH utjece na aktivnost svih
enzima pa i na Cetiri denitrificirajuée reduktaze te moze do¢i do neravnoteze redukcijske
kinetike izmedu reduktaza. Nitrit reduktazu inhibira alkalna vrijednost pH §to dovodi do
nakupljanja nitrita, a inhibicija redukcije nitrita jedan je od nacina kako bakterije izbjegavaju
daljnji porast pH vrijednosti. Na bakterijsku aktivnost i aktivnost enzima, osim jako kiselih ili
luznatih uvjeta, utjeCe prisutnost slobodne nitritne kiseline (HNOz; FNA) [49,118,119],
citotoksi¢na je i lako prolazi kroz bakterijske membrane [118]. Vrijednost pH se tijekom
heterotrofne denitrifikacije snizava 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 snizavanja vrijednosti pH, a acetat izravno ulazi
u proces denitrifikacije i odmabh je vidljiv porast vrijednosti pH [120]. Pri nizim vrijednostima
pH (6,5 1 7,0) dolazi do znac¢ajne inhibicije denitrifikacije, brzine redukcije nitrata i nitrita su
beznacajne. Pri viSim vrijednostima pH (7,5, 8,5 1 9,0) ne dolazi do inhibicije denitrifikacije,
ali se nakuplja nitrit zbog kompeticije za elektrone izmedu nitrat reduktaze 1 nitrit reduktaze,
koja je izraZenija pri viSim pH vrijednostima. Redukcija nitrita u€inkovitija je nakon potpune
potros$nje nitrata jer nema vise kompeticije za elektrone [96]. U denitrifikaciji pH vrijednost
utjeCe na reduktaze na nacin da se ovisno o pH vrijednosti elektroni preferencijalno dodjeljuju
odredenim reduktazama [49]. Pri pH vrijednosti nizoj od 6,5 postoji tendencija emisije NoO

[121].

2.5.5. Temperatura
Optimalna temperatura za proces denitrifikacije je u rasponu 20-30 °C [41] a ovisi 0 odabranom
izvoru ugljika 1 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 povecanje hlapljivih suspendiranih Cestica u mijeSanoj tekuc¢ini (MLVSS)

Sto moZe povecati broj denitrificiraju¢ih bakterija. Povec¢anjem temperature dolazi do
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povecanja brzine denitrifikacije. Pri nizim temperaturama (15 °C) brzina i ucinkovitost
redukcije nitrata su nize [100], dok optimalna temperatura (25-35 °C) poboljsava redukciju
nitrata, ali takoder dovodi do povecanja nakupljanja nitrita i diduSikovog oksida [59].

Ucinak temperature na aktivnost aktivnog mulja, izmedu ostalog i na denitrifikante, uz
istrazivanje gena klju¢nih enzima ukljucenih u denitrifikaciju, ukljucujuéi nitrat reduktaze
(narB, narG 1 nxrA), nitrit reduktaze (nirK, nirsS, nirA, nirB i nrf4), dusikov monoksid reduktazu
(norB 1 norC) 1 didusikov oksid reduktazu (nosZ), pokazao je da su pri porastu temperature sa
20 na 35 °C svi enzimski geni povezani s denitrifikacijom bili reducirani, mogucée zbog
nedostatka izvora ugljika [123]. S porastom temperature mogu¢ 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 1 utvrdeno pri 35 °C [123].
S druge strane, pri sniZenju temperature sa 20 na 5 °C raste koli¢ina enzimskih gena uklju¢enih

u denitrifikaciju.

2.5.6. Hidraulicko vrijeme zadrzavanja

Hidrauli¢ko vrijeme zadrzavanja (HRT) je veli¢ina koja je izravno povezana s ucinkovitoséu
uklanjanja nitrata, predstavlja potrebno vrijeme kontakta izmedu biomase (denitrificirajuéih
bakterija) i supstrata (nitrata) u otpadnoj vodi [125].

Smanjenje HRT dovodi do povecanja koncentracije nitrata i nitrita u efluentu zbog nepotpune
redukcije, dok povecanje HRT vrijednosti potice denitrificiraju¢e bakterije na ucinkovitiju
razgradnju organskih spojeva §to povecava brzinu uklanjanja nitrata zbog dovoljnog vremena
kontakta izmedu denitrificiraju¢ih bakterija i otpadne vode, ali istodobno dovodi do povecanja

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

2.5.7. Ucinak nitrata na denitrifikaciju
Neke industrije proizvode efluent i otpad visoke koncentracije nitrata, obi¢no uz alkalni pH 1
nedostatak organskih sastojaka. U blizini radioaktivnog otpada se ocekuje visoka koncentracija
nitrata (10 mM do 1 M), koji moZe pojacati mobilnost radionuklida [126,127]. Efluent iz
postrojenja nehrdajuceg Celika sadrzi do 80 mM nitrata [128], a otpadna voda iz industrije
eksploziva moze sadrzavati do 500 mM nitrata [129]. Visoka koncentracija nitrata je Stetna za
mikrobnu denitrifikaciju. Maksimalna koncentracija nitrata ispitana u literaturi je do 1 M [130].
Takoder, visoka koncentracija nitrata uzrokuje akumulaciju nitrita, koja djeluje inhibirajuce ili

cak toksi¢no za bakterije [93]. IstraZena 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 moze prezivjeti pri
koncentraciji 1,06 M nitrata [130]. Takoder su objavljena istrazivanja o obradi otpadne vode
koja je sadrzavala 100-1000 mM nitrata pomocu aktivnog mulja [128,131,135-137]. Tijekom
aklimatizacije bakterije su se prilagodile visokoj koncentraciji nitrata pomocu stupnjevitog
povecavanja koncentracije nitrata. U svim tim istrazivanjima nitrat je u potpunosti reduciran, a
distribucija bakterijskih zajednica u aktivnom mulju se promijenila u korist nitrat respirirajucih
bakterija [131]. Kada je koncentracija nitrata bila ispod 100 mM, akumulacija nitrita nije
premasila 90% ukupne koncentracije nitrata. U pokusima izmedu 100 i 300 mM nitrata,
akumulacija nitrita je bila u rasponu 40-70%. Pri koncentraciji nitrata 300 mM ili visoj, nitrit
nije dalje reduciran osim u [137]. Budu¢i da su ta istrazivanja imala dugi eksperimentalni

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

2.5.8. Ucinak nitrita na denitrifikaciju

Nitrit moze biti toksi¢an za mikroorganizme, a kada njegova koncentracija dosegne visoke
vrijednosti dolazi do inhibicije procesa denitrifikacije [55,56]. Ipak, neka istrazivanja 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].
Cak i pri niskoj koncentraciji nitrita poput desetak mM, dolazi do inhibicije i usporavanja
aktivnosti bakterija [139]. Kod Bacillus cereus, nitrit aktivira sintezu bakteriostatickih
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 medu reduktazama moze uzrokovati akumulaciju nitrita ili
N0, §to je pod utjecajem okolisnih 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 uocena djelomi¢na 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 takoder utjeCe na akumulaciju nitrita. Tako je kod Pseudomonas stutzeri
zabiljeZena akumulacija nitrita pri 5 mM acetata, koji sadrzi 2 C atoma, ali nije bilo akumulacije
pri istoj koncentraciji butirata, koji ima Cetiri C atoma [ 132]. Kako se tijekom oksidacije butirata

oslobada 20 elektrona, a kod acetata 8, butirat omogucava dovoljno elektrona i ne dolazi do
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kompeticije medu reduktazama za prihvacanje elektrona. Da bi bakterije sprijecile akumulaciju
nitrita unutar stanice, koriste transportere poput narK za izlu¢ivanje nitrita (Slika 4) [143].
Skracena nitrifikacija-denitrifikacija je ekonomicna alternativa bioloSkog uklanjanja dusika
preko nitrita iz otpadne vode jer zahtjeva manje organskog ugljika 1 energije u usporedbi s
uklanjanjem dusSika preko nitrata [144].

U pokusima koji su imali za cilj obogatiti denitrificiraju¢u bakterijsku zajednicu za
denitrifikaciju preko nitrita, pokusi su provedeni s acetatom kao izvorom ugljika u SBR
reaktoru pri 20+£2 °C i pH 7,540,2 [145]. Brzina denitrifikacije je rasla tijekom 12 dana, s 10
mg/Lh na 273,35 mg/Lh, pri ¢emu je specificna brzina denitrifikacije porasla s 3,83 mg/gh na
51,80 mg/gh. Omjer KPK/N je smanjen s pocetnih 7,9 na 2,7, ¢ime je pokazano da je moguce
provesti denitrifikaciju preko nitrita pri niskom omjeru KPK/N. Ukazano je da 1 nitrit 1 nitrat
mogu biti koristeni kao elektron akceptori za denitrifikaciju. Udio glavne bakterijske kulture
povezan s denitrifikacijom, odreden metodom ,,high-throughtput sequencing®, je na pocetku
pokusa bio 2,16%, a do kraja pokusa je porastao na 84,26%. U pocetnom mulju su odredeni
udjeli Rhodobacter 1,27%, Dechloromonas 0,43%, Thauera 0,24%, Pseudomonas 0,11%,
Zoogloea 0,07%, 1 Flavobacterium 0,04%, odnosno njihov udio je iznosio 2,16% u ukupnoj
populaciji. Nakon 12 dana mulj je imao drugaciji sastav: Pseudomonas 56,13%,
Flavobacterium 11,70%, Thauera 7,76%, Dechloromonas 5,19%, Rhodobacter 3,48%,
Zoogloea < 2%, odnosno, sumarno Pseudomonas, Dechloromonas, Flavobacterium, Thauera,
1 Rhodobacter su ¢inili 84,26% bakterija u aktivnom mulju [145]. Postigli su znacajan prirast
denitrifikanata jer heterotrofi imaju kratko generacijsko vrijeme [146].

Inhibicija denitrifikacije relativno visokom koncentracijom nitrita moZe se umanjiti
uklanjanjem supernatanta, pranjem mulja i prekidom hranjenja tijekom nekoliko dana.
Inhibicija kljuénih enzima u denitrifikaciji se mozZe izbje¢i niskom koncentracijom nitrita u
anoksi¢nom periodu procesa a §to se postize prilagodavanjem brzine dotoka nitrita u ovisnosti
o brzini denitrifikacije nitrita u prethodnom ciklusu procesa [145].

U istrazivanju ucinka niskog omjera C/N na denitrifikaciju preko nitrita provedeni su pokusi
predenitrifikacije 1 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 posluZila sirova otpadna voda, a u postnitrifikaciji se
favorizirala nitritacija (oksidacija amonijaka do nitrita). U postnitrifikaciji je postignuta
nitritacija s ucinkovitosti 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. Istrazen je u€inak omjera C/N na emisiju N>O tijekom denitrifikacije, pri C/N
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1, 214, 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 moze uzrokovati visoku emisiju N2O. Faktor
emisije N2O je bio relativno visok §to bi moglo biti zbog toga Sto je NO»-N akceptor elektrona.
Za smanjenje emisije N>O sugerirano je kontinuirano prihranjivanje zbog kontrole
koncentracije NO2-N. S porastom omjera C/N raste brzina denitrifikacije i pri omjerima C/N 1,
2 14, postignute su brzine denitrifikacije 6,52, 12,96 1 18,35 mg NO»-N/gh i brzine proizvodnje
N2O od 1,72, 2,27 1 2,17 mg N>O/gh, a faktor emisije N2O-N se smanjuje i iznosio je 26,63,
17,55 126,63%. Od pocetnih 800 mg NH4-N/L u influentu, uklanjanje dusika je iznosilo 43,3%
[147].

2.5.9. Istovremena nitrifikacija 1 denitrifikacija
Istovremena nitrifikacija i denitrifikacija (SND) je poznati fenomen u BNR sustavima aktivnog
mulja. Ovisi o konfiguraciji bioreaktora (makrookoliSu povezano s mijeSanjem), koncentraciji
otopljenog kisika i veli¢ini flokula (mikrookolis i u¢inak difuzije kisika u flokuli) [148,149],
kao 1 raspolozivom organskom ugljiku za denitrifikaciju [149,150,151]. SND ima brojne
potencijalne prednosti primjene pred konvencionalnim sustavom uklanjanja duSika, 1 od
interesa je dizajnerima i operaterima za primjenu na sustavima za obradu otpadnih voda jer
nitrifikacija 1 denitrifikacija se zbivaju u istom reaktoru, SND eliminira potrebu za izgradnju
odvojenih reaktora, pojednostavljen je dizajn procesa, manja je potreba za ugljikom, kisikom 1
alkalitetom u odnosu na konvencionalne procese [117,149,151,152], manja je emisija N>O
[153]. Proces SND ovisi o ravnotezi u koncentraciji DO za odvijanje dvije kineticke reakcije,
nitrifikacije 1 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 brze reakcije
nitrifikacije, dok DO<0,2 mg/L je kritican za nitrifikaciju [154], a brzina denitrifikacije je
najveca 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 Sarznim 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 vodenje rezultira takoder marginalnim karakteristikama
talozenja mulja. Raspolozivi ugljik 1 koncentracija DO su istaknuti kao vazni procesni

¢imbenici u provedbi SND [150]. Omjer KPK/N 10 je zahtijevan za postizanje znacajne
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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 provodenje SND poznat,
tesko je kontrolirati SND jer ovisi o limitiraju¢im ¢imbenicima procesa, poput veli¢ine flokula,
unutarnjeg skladiStenja/pohrane KPK i profila DO unutar flokule [149,158].

Istrazivanja su pokazala da aerobnu denitrifikaciju provode brojni mikrobi, posebno u okolisu
s promjenjivom koncentracijom otopljenog kisika 1 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) ¢esto izmjerena koncentracija DO u reaktoru ne predstavlja stvarnu
koncentraciju DO unutar pahuljice aktivhog mulja. U uvjetima niske koncentracije DO,
denitrifikacija se moze odvijati u unutraS$njosti flokule, a nitrifikacija na vanjskom dijelu
flokule. Takoder, u reaktorima s aktivnim muljem u kojima je niska koncentracija DO, aerobna
1 anoksi¢na zona postoje ovisno o uvjetima mijesanja i udaljenosti od tocke aeracije, tako da se
nitrifikacija i1 denitrifikacija mogu odvijati u istom reaktoru (Slika 5). U tim uvjetima, u kojima
se uklanjanje dusSika odvija u jednom aerobnom reaktoru se zove istovremena nitrifikacija i
denitrifikacija. lako se i nitrifikacija 1 denitrifikacija odvijaju pri nizim brzinama zbog ucinka
DO na oba procesa, ako je dovoljno dugo vrijeme zadrzavanja mulja (SRT) i hidrauli¢ko

vrijeme zadrzavanja, T (HRT), cjelokupno uklanjanje dusSika moze biti znacajno [2,14,63].

Mijesana
tekuéina

Aerobna zona

Anoksi¢na

Otopljeni
supstrat

NH4*

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

Enzim nitrat reduktaza kod aerobnih denitrifikanata nalazi se u periplazmi, a kod anoksi¢nih
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, veli¢ina flokule, temperatura, izvor ugljika,
vrijednost pH, brzina optere¢enja nitratom i HRT utjeCu na proces aerobne denitrifikacije
[14,63,79,160,161,162,163].

Istovremena nitrifikacija i denitrifikacija se mogu objasniti sa dva mogué¢a mehanizma. Prvo,
regije niske koncentracije DO ili regije nula koncentracije DO mogu biti prisutne unutar
reaktora kao funkcija rezima mijeSanja. Kako mijeSana tekucina putuje od povrSine mehanickih
aeratora, DO je iscrpljen, stvarajuc¢i uvjete koji su povoljniji za anoksi¢ne reakcije [164]. Drugo,
pahuljice aktivnog mulja mogu sadrzavati i aerobnu i1 anoksi¢nu 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 moZe biti iscrpljen pri znacajnoj brzini unutar flokule,
tako da DO ne moZe u¢i u cijelu dubinu flokule. Nitrati proizvedeni nitrifikacijom u aerobnoj
zoni mogu difundirati u unutarnju anoksi¢nu zonu duz supstrata tako da se denitrifikacija odvija
u dubini flokule.

Postojanje anoksi¢ne zone u flokuli aktivnog mulja pokazano je pokusima u kojima je istaknuto
da je brzina nitrifikacije povezana ne samo s koncentracijom DO u mijeSanoj tekucini nego i s
koli¢inom prisutnih biorazgradivih organskih sastojaka [165]. Veca brzina unosa kisika
zabiljezena je pri viS$oj koncentraciji organskih sastojaka izrazenih kao BPK, kao 1 manja brzina
nitrifikacije za istu koncentraciju DO u mijeSanoj tekucini, $to sugerira da je smanjena aerobna
zona flokule aktivnhog mulja. I brzina nitrifikacije i1 denitrifikacije bi trebale biti manje od
optimalne razine za proces istovremene nitrifikacije i1 denitrifikacije. Samo dio biomase je
koriSten za svaku od tih reakcija. Brzina nitrifikacije je niza zbog niske koncentracije DO, a
brzina denitrifikacije je niza zbog koncentracije supstrata u aerobnom dijelu flokule. Ipak,
sustavi s vrlo dugim vremenom zadrZavanja, imaju dovoljan volumen da se prilagode niZzim
brzinama nitrifikacije i denitrifikacije [2].

Prednosti aerobne denitrifikacije/istovremene nitrifikacije 1 denitrifikacije su to $to nema
potrebe za odvojenim reaktorima kao u konvencionalnim uredajima za obradu otpadnih voda,
Sto znaci uStedu na prostoru i troSku 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 mogucénost sintetiziranja polihibroksibutirata (PHB). Vecina
pohrane PHB se dogada u anaerobno-aerobnim uvjetima kada je koli¢ina raspolozivog
egzogenog izvora ugljika u suvisku 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 (frus=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 zabiljeZena redukcija 4,54
mg Nred/L, a u pokusima s acetatom (60 mg NHs-N/L 1 100 mg KPK/L) 22,5 mgNres/L. U
autotrofnim pokusima je kao izvor ugljika sluzio unutarstani¢éno pohranjeni PHB. Istaknuto je
da aerobna denitrifikacija s unutarnjim izvorom C nije ucinkovita kao aerobna denitrifikacija s
vanjskim izvorom ugljika [14].

Uc¢inak koncentracije otopljenog kisika na aerobnu denitrifikaciju ovisi o koriStenom
mikroorganizmu u procesu denitrifikacije [63]. Cak i unutar iste vrste acrobni denitrifikanti
mogu se razlikovati po sposobnosti denitrifikacije pri razli¢itim koncentracijama otopljenog
kisika. Potpuno uklanjanje ukupnog dusika 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 duSika prilikom aerobne
denitrifikacije pri 3-10 mg DO/L je zabiljezeno kod Achromobacter, Acinetobacter i
Pseudomonas, a Bacillus provodi denitrifikaciju pri 3,93-7,65 mg DO/L [170,171].

2.6. Parcijalna nitrifikacija 1 denitrifikacija

Proces nitrifikacije do NO;-N (nitritacija), a potom denitrifikacija NO>-N (denitritacija),
takozvana nitritna zamjena (engl. nitrite-shunt), je skraceni proces bioloSkog uklanjanja dusika
(SBNR) [2,172], parcijalna ili djelomicna nitrifikacija i denitrifikacija (PND), (Slika 6).

U parcijalnoj nitrifikaciji, oksidaciji NH4-N do NO»2-N (nitritacija), favorizira se aktivnost
amonijak oksidiraju¢ih bakterija (AOB) a limitira/inhibira/ispiru nitrit oksidiraju¢e bakterije
(NOB) [173,174,175], ili je potrebno postici takvu prostornu distribuciju AOB da NOB vise
nemaju odgovaraju¢e uvjete. Konvencionalni proces nitrifikacije 1 denitrifikacije znaci
primjenu procesa potpune nitrifikacije, oksidacije NH4-N preko NO2-N do NOs-N, i potom
redukcije NO3-N preko NO>-N do plinovitog duSika. Korak oksidacije NO>-N do NOs3-N
(nitratacija) u nitrifikaciji i korak redukcije NO3-N do NO>-N (denitratacija) u denitrifikaciji
nije potreban buduci je moguce izravno denitrificirati NO2-N do plinovitog duSika (Slika 6)

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

Akumulacija nitrita se moze posti¢i kontrolom: pH, DO, temperature, SRT i reakcijskog
vremena. Veliki izazov u parcijalnoj nitrifikaciji je posti¢i stabilni izostanak aktivnosti NOB
kroz duzi period [179].

Prednosti procesa parcijalne nitrifikacije/denitrifikacije (nitritacije-denitritacije) (Slika 6) u
usporedbi s tradicionalnom nitrifikacijom 1 denitrifikacijom preko NO3-N, su: (i) brzina
denitrifikacije NO2-N je 1,5-2 puta veca od brzine denitrifikacije NO3-N, (i1) za 25% je manja
potro$nja kisika u aerobnom stupnju, (ii) za 40% je manja potreba za elektron donorima u
anoksi¢nom stupnju, (iii) za 20% je manja emisija CO2, (iv) oko 33-35% je manja proizvodnja
mulja u nitrifikaciji 1 oko 55% u procesu denitrifikacije, (v) manji je volumen reaktora zbog
kra¢eg hidraulickog vremena =zadrZavanja pa time 1 manji investicijski troSkovi
[97,172,180,181,182]. Parcijalna nitrifikacija 1 denitrifikacija tehnicki je izvediva 1 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 bioloskom uklanjanju dusika djelomicna/parcijalna nitrifikacija je od velike vaZnosti s
gledista operativnih tro§kova (ovisno o uskladenosti sa zakonodavstvom), a napori i izazovi u
razmatranju i istrazivanju razli¢itih operativnih strategija za odrzavanje akumulacije nitrita na
visokim razinama su vidljivi i prepoznati u brojnim istraZivanjima. Novi izazovi koje ¢e trebati
razmotriti 1 prevladati u ovom podrucju istraZzivanja su primjena napredne automatske kontrole
temeljene na simulaciji procesa 1 pracenju AOB/NOB pomoc¢u molekularnih alata kako bi se

postigla stabilna djelomi¢na nitrifikacija na dugoro¢noj osnovi [176].
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2.7. Istovremeno uklanjanje N 1 P procesom denitrificiraju¢e defosfatacije

Za istovremeno uklanjanje N i P iz otpadnih voda koriste se procesi koji se baziraju na
aktivnosti nitrifikanata 1 denitrifikanata 1 fosfat akumuliraju¢ih organizama (PAOs).
Denitrifikantima je organski ugljik potreban kao donor elektrona za reakcije redukcije NOx-N
do plinovitog dusSika, a PAOs-ima za unutarstani¢nu pohranu PHA, za otpuStanje fosfata, i
potom za unutarstani¢ni unos i pohranu P. U otpadnim vodama koje imaju niski omjer KPK/N
moze do¢i do manjka organskog ugljika potrebnog i za denitrifikaciju i za PAOs unos ugljika
[184,185,186,187,188]. Primjenom procesa denitrificiraju¢e defosfatacije (Slika 7), alternative
konvencionalnom uklanjanju N i P, problem niske koncentracije raspolozivog organskog
ugljika bi mogao biti rijeSen [189].
Denitrificiraju¢a defosfatacija se temelji na aktivnosti denitrificiraju¢ih defosfatiraju¢ih
akumuliraju¢ih organizama (DPAOs), koji se mogu podijeliti u dvije skupine
[190,191,192,193]:

I.  DPAOs preko NOs-N, mogu koristiti 1 O2 1 NO3-N kao elektron akceptore za uklanjanje

P
II. DPAOs preko NO>-N, mogu koristiti O2, NO3-N i NO>-N kao elektron akceptor za

uklanjanje P

anaerobno aerobno/anoksi¢no

Slika 7. Shematski prikaz metabolizma PAOs u anaerobnim i aerobnim ili anoksi¢nim

uvjetima [189]
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Denitrificiraju¢a 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 anoksi¢nim uvjetima je opcéenito manja nego u aerobnim uvjetima, jer je ucinkovitost
proizvodnje energije PAOs s NO3-N oko 40% manja nego s Oz kao elektron akceptorom.

Za proces denitrificiraju¢e defosfatacije znacajno je manja potreba na KPK u usporedbi s
odvojenim uklanjanjem N 1 P [186,187,188], Sto zajedno s uStedom na potrebi za
kisikom/aeracijom, jer se koristi NO3-N kao akceptor elektrona umjesto kisika, ¢ini taj proces
ekonomski opravdanim.

Pokazano je da NO»-N inhibira aeroban i anoksi¢an P unos [186,187,188,194], ali je takoder
pokazano da DPAOs mogu koristiti NO»>-N kao elektron akceptor do koncentracije 5-10 mg
NO:-N/L, nakon aklimatizacije. [184,185,195] Aktivnost PAOs inhibirana je 1 pri niskoj
koncentraciji NO2-N [196], 2 mg NO2-N/L uzrokovalo je ozbiljnu inhibiciju aerobnog unosa
fosfata a visSe od 6 mg NO»-N/L je rezultiralo skoro potpunom inhibicijom [194]. Aerobni unos

unos P i1 formiranje poliP u enzimskom sustavu.

2.8. Endogena denitrifikacija

Strogi zahtjevi za izlaznom kakvoc¢om obradene otpadne vode s uredaja za obradu otpadnih
voda propisuju dopustenu koncentraciju ukupnog dusika (TN) <15 mg/L, za ispust u povrSinske
vode [15]. Konvencionalne tehnologije bioloSkog uklanjanja dusika (BNR) temelje se na
procesima nitrifikacije 1 denitrifikacije, koje ukljucuju procese predenitrifikacije (A/O),
anaerobno/anoksi¢no/aerobni proces (A2/0), stupnjevito hranjen anoksi¢no/aerobni proces,
anoksi¢no/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 aktivno$S¢u uobicajenih heterotrofnih denitrificiraju¢ih
bakterija u anoksi¢nim ili aerobnim uvjetima.

Organizmi koji nakupljaju glikogen (GAOs), koji mogu apsorbirati 1 pohraniti organske tvari
kao poli-B-hidroksi-alkanoate u anaerobnom razdoblju 1 koristiti akumulirane PHA za ponovnu
sintezu glikogena 1 rast stanica u sljede¢em aerobnom razdoblju, imaju sposobnost
denitrifikacije [198] i igraju vaznu ulogu u endogenoj denitrifikaciji [199]. U sustavima
poboljSanog bioloSkog 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 moze
u potpunosti iskoristiti izvore ugljika u sirovoj otpadnoj vodi i poboljsati uklanjanje dusika.
Endogena denitrifikacija je karakterizirana koriStenjem unutarnjih izvora ugljika za
denitrifikaciju. Nekoliko prednosti se ostvaruje u bioloSkim sustavima za obradu otpadnih voda
primjenom endogene denitrifikacije: (i) uklanjanje dusSika kada su vanjski izvori ugljika
ograniceni, (ii) povecanje ukupne ucinkovitosti uklanjanja dusika, i (iii) smanjenje operativnih
troSkova povezanih s osiguravanjem vanjskih izvora ugljika za denitrifikaciju. Endogena
denitrifikacija moze biti ograni¢ena dostupnos¢u unutarstanicne organske tvari i ¢cimbenicima
poput sastava otpadne vode, temperature i hidraulickog vremena zadrzavanja. Bakterije koje
provode endogenu denitrifikaciju posjeduju enzime potrebne za denitrifikaciju 1 mogu koristiti
unutarnje zalihe organske tvari za energiju, a pripadaju razli¢itim rodovima, poput:
Achromobacter, Pseudomonas, Paracoccus 1 drugi. Glavni unutarnji izvori ugljika za biolosku
denitrifikaciju su unutarstani¢ni polimeri, PHA i glikogen, koji nastaju tijekom razli¢itih
bioloskih procesa, poput anaerobne fermentacije organskih tvari. Klju¢no za poticanje
endogene denitrifikacija su uvjeti niske koncentracije otopljenog kisika ili anaerobni uvjeti, kao
1 prisutnost nitrata/nitrita i unutarnjih izvora ugljika [9].

GAOs ima sposobnost asimilacije izvora ugljika koji se mogu pohraniti i kao PHA 1 kao
glikogen [202]. GAOs poboljsano uzimaju ugljik pri omjeru KPK/N 100 ili bez prisustva N, a
doziranje N do omjera KPK/N 60 ili viSe demonstrira strategiju kontroliranja prekomjernog
rasta GAOs u sustavima obrade otpadne vode s visokim KPK [203]. U¢inak omjera C:P na
proliferaciju GAOs je pokazao da su nizi omjeri C:P izazvali pomak u mikrobnoj zajednici,
smanjujuci populaciju GAOs. GAOs se obogacuje u reaktorima laboratorijskih razmjera pri
uvjetima visokog omjera KPK:P [204,205].

U obradi otpadne vode niskog omjera C/N klju¢ni ¢imbenik je balansiranje izmedu DGAOs 1
DPAOs vrsta za postizanje poboljSanog uklanjanja N i P, odnosno stabilnog i uc¢inkovitog

uklanjanja N 1 P [206].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijjali
3.1.1. Aktivni mulj

Aktivni mulj s lokalnog uredaja za obradu otpadnih voda nakon prilagodbe za uklanjanje
sastojaka s dusikom (N) uporabljen je u pokusima uklanjanja dusika iz otpadne vode procesom
denitrifikacije, nitrifikacije, istovremene nitrifikacije 1 denitrifikacije, parcijalne nitrifikacije i
denitrifikacije, 1 endogene denitrifikacije, a nakon umnazanja fosfor akumulirajucih
organizama (PAOs) 1 denitrificiraju¢ih glikogen akumuliraju¢ih organizama (DGAOs)
uporabljen je u pokusima istovremene denitrifikacije i uklanjanja P.

Pokusi uklanjanja N provedeni su s ciljem da se ovisno o procesnim ¢imbenicima —
koncentraciji otopljenog kisika, koncentraciji mikrobne biomase, pocetnoj koncentraciji NO3-
N, NO2-N, NHs-N, PO4-P 1 raspolozivoj koncentraciji organskih sastojaka — omjeru C/N kao
vanjskom dodanom izvoru ugljika (natrijev acetat) i unutarstani¢no pohranjenom/skladistenom
ugljiku odredi minimalni omjer C/N za proces denitrifikacije NO3-N i NO»-N, brzina
denitrifikacije, limitiraju¢i ¢imbenici procesa denitrifikacije, nitrifikacije i denitrificirajuce
defosfatacije, odnosno kapacitet mikrobne kulture denitrifikanata za uklanjanje N 1 mikrobna
raznolikost u ciljanim mikrobnim procesima, kao i u€inak produzene anoksi¢ne faze za
odvijanje endogene denitrifikacije.

Takoder, kroz mikrobne reakcije, kao rezultat mikrobnih aktivnosti, istaknut ¢e se kompeticija
za kisik izmedu uobicajenih heterotrofa (OHOs), nitrifikanata (AOB i NOB vrsta) i aerobnih
denitrifikanata, za organske sastojke — izvor ugljika kao donore elektrona izmedu OHOs,
denitrifikanata, fosfat akumuliraju¢ih organizama (PAOs)/denitrificiraju¢ih  fosfat
akumuliraju¢ih organizama (DPAOs), glikogen akumuliraju¢ih organizama (GAOs) i1
denitrificiraju¢ih glikogen akumuliraju¢ih organizama (DGAOs).

Procesni Cimbenici utjecu 1 na zastupljenost 1 aktivnost funkcionalnih mikroorganizama za
ciljani mikrobni proces. FISH metodom u aklimatiziranom mulju dokazani su funkcionalni
mikroorganizmi: amonijak oksidiraju¢e bakterije (AOB), nitrit oksidirajuce bakterije NOB),
denitrifikanti, PAOs, DPAOs i DGAOs.

Aktivni mulj prilagoden za uklanjanje N (Slika 8) je imao karakteristike dobrog 1 brzog
taloZenja, a uobiCajeno nakon denitrifikacije, u mirovanju, bio je flotiran djelomicno ili u
potpunosti (Slika 9). Mikroskopski izgled aktivnog mulja iz procesa denitrifikacije prikazan je
Slikom 10.
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Slika 8. Izgled 1 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 1 mikroskopski izgled aktivnhog mulja iz procesa denitrifikacije (svjetlosni

mikroskop, P 400x)

3.1.2. Modelna otpadna voda, donori i akceptori elektrona
Modelna otpadna voda — sintetska otpadna voda priredena je otapanjem soli u vodovodnoj vodi:
2 g/ (NH4)2S04; 1 g/L KH2PO4; 0,4 g/L FeSO4; 0,5 g/ MgS04; 0,4 g/L NaCl; 1 g/ MgCOs;
1 g/ CaCOs. Nakon 24 sata stajanja pri sobnoj temperaturi modelna otpadna voda filtrirana je
kroz filter papir veli€ine pora 0,45 um 1 koriStena tijekom prilagodbe mulja na uklanjanje N u
pokusima nitrifikacije, a kao nitrificirana otpadna voda u pokusima denitrifikacije uz dodatak
izvora ugljika (natrijeva acetata) u odgovarajucoj koli¢ini za zeljeni omjer C/N. Za ugadanje
pH tijekom nitrifikacije uporabljena je 2M NaOH.
Pokusi denitrifikacije i uklanjanja P provedeni su uz ciljani supstrat kao izvor nitrata, nitrita 1
fosfata, dodavanjem odgovaraju¢eg volumena priredenih otopina soli u vodovodnoj vodi, i to
KNO3, NaNO3, i KH2POs.
Kao izvor ugljika uporabljen je natrijev acetat, dodan u odgovarajucoj koli¢ini za odabrani
ciljani omjer C/N.
U pokusima prilagodbe mulja za uklanjanje N i uklanjanja N 1 P je dodano i 1mL/L otopine
elemenata u tragovima: EDTA 10 g/L, FeCl; 1,5 g/L, H3BO3 0,15 g/L, CoCl>-7H>0 0,15 g/L,
CuSO4-5H20 0,03 g/, MnCl2-4H>0 0,06 g/, NaxMoO4-:2H>O 0,06 g/L, ZnSO4-7H>0
0,12 g/L, K1 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 analiti¢kih metoda uporabljen je i sitni

laboratorijski materijal 1 pribor, poput: laboratorijske case, lijevci, stakleni Stapici, kivete, filter

papiri, pipete, propipete, automatske birete, i1 ostali laboratorijski pribor.

Tablica 4. Aparati uporabljeni u izradi disertacije

Aparat

Proizvodaé

Bioreaktori (pleksiglas)
Kompresor

Mjerac protoka zraka

Kisikova elektroda i mjerni aparat
pH elektroda i mjerni aparat
Magnetska mijesalica
Peristalticka crpka
Spektrofotometar

Fotometar

Centrifuga

Konfokalni laser skeniraju¢i mikroskop
Svjetlosni mikroskop

KPK reaktor

Termo blok

Odredivanje suhe tvari, vlagomjer
Vakuum sustav filtracije

Vodena kupelj

Analiticka vaga

Homogenizator

Autoklav

Termostat

Hladnjak

Sterilizator

izradeni po narudzbi

HIBLOW HP 40, Njemacka

WTW FDO 925; Multi 3420 SET KS1, Njemacka
SenTix 940-3; Multi 3420 SET KS1, Njemacka

Thermo Scientific, Super-Nuova, Svicarska

Spectroquant VEGA 400 Merck, Njemacka
SQ200 Merck, Njemacka

Beckman, Njemacka

Leica, Svicarska

Carl Zeiss Jena, Njemacka; Meiji, Japan
HACH COD Reactor, Njemacka
Thermoreactor TR 300, Merck, Njemacka
KERN MLS-D, Njemacka

Sartorius, Hrvatska

Hum Aqua 5, Njemacka

METTLER AJ150, Svicarska

BIOSAN, Njemacka

Inako, Njemacka

Sutjeska, Jugoslavija

Electrolux, Njemacka

Instrumentaria, Njemacka

34



Tablica 5. Kemikalije uporabljene u izradi disertacije

Kemikalija Proizvoda¢
NaC2H302 ............................................................................... GRAM-MOL
NaANO, oo Merck

KINO3 .ot e Merck
KHoPOus oo Merck
(NH)2SO04 1ttt Merck

HoSO4 ottt GRAM-MOL
HC L e Merck

NAOH .ot e Kemika
KOCT207 e e Kemika
HESO4 e Kemika
ALISO ittt Kemika
(NH4)2F€(SO4)2X6H20 ............................................................ Kemika
1,10-fenantrolinij-klorid monohidrat .............cceccevereninennnee. Kemika

KCL oot Alkaloid
CACOS et Kemika
MECO3 ittt ettt et b e e b e e e areeenas Kemika
IMESO4 ettt Merck
NAZHPO4 . e Fisher Scientific
NACT e Merck
K-Na-C4HuO6 X AHoO ..o GRAM-MOL
NAH2PO4 o e Merck
NAH2POAXHLO oot ee e e ee e eeeveeeeaveaeas Merck

NHUCT oo Merck
KoHPOu oo e Kemika
NESSICTOV TEAZENS ....vveevveererrieiierireeereereereereerresreereesesseesens Kemika

DAPI (4',6-diamidin-2-fenilindol) ..........ccooceierininiecreene BioChemica
BLanol ......ooooeeiee e Kemika
Formamid ..........oooviioiiiiiiiiieceee e Merck
IMErZIoNo ULJE ....eevueieiieiieee e Merck
KITSIOIN .. SIGMA-ALDRICH
Kristal VIOIEL ......cveeieiiieeecieeeeee et SIGMA-ALDRICH
MeEtlen Plavo ......coceveriirieierinietee e SIGMA-ALDRICH
NIE BIUE ot Merck

Octena KISElINa ........ccoveiieiiieieiiee e Merck
Paraformaldehid .............ccocooeeiiiiiiii e Merck

Probe FISH .....ooooniieieeeceeeee e GOREA PLUS
ProLong Gold antifade mountant ............c.cccceveeeevieevrenceenieennen. Biosistemi
SDS (natrijev dodecil-sulfat) ..........cccceevveviiiiincienienieceeieene, Merck
TEIS/HCL .o Merck

NANOZ ettt e et e e s rae e e sraeeeeaees Merck
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3.1.3.1.  Aparatura za pokuse denitrifikacije

Pokusi denitrifikacije provedeni su kao diskontinuirani, u laboratorijskim ¢aSama volumena
800 mL, radnog volumena 600 mL, postavljenim na magnetske mijeSalice, pri 200 o/min pri
¢emu su osigurani 1 odrzavani anoksicni uvjeti (Slika 11).

U laboratorijske ¢ase postavljene su elektrode za mjerenje koncentracije otopljenog kisika, pH
1 temperature koji su neprekidno motreni u svi pokusima. Pokusi denitrifikacije istrazeni su uz
akceptor elektrona NO>-N ili NOs-N osigurani dodatkom vodene otopine soli NaNO; ili KNO3
u odgovarajucoj koli¢ini i uz izvor ugljika odnosno donor elektrona natrijev acetat dodan u
odgovarajucoj koli¢ini za ciljani omjer C/N. Za analiticko motrenje tijeka mikrobnih reakcija u
procesu denitrifikacije u odredenim vremenskim intervalima uzimani su uzorci koji su
profiltrirani 1 u alikovotu je odredivana koncentracija KPK, NO3-N i NOz-N. Odredenom
dinamikom uziman je i uzorak za odredivanje koncentracije mikrobne biomase izraZzene kao
MLSS. Kakvoc¢a 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 Sarzne pokuse denitrifikacije i istovremene denitrifikacije i

uklanjanja fosfora pri anoksi¢nim uvjetima
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3.1.3.2.  Aparatura za pokuse istovremene denitrifikacije i uklanjanja P u anoksi¢nom
uvjetu i u anaerobno/aerobno/anoksi¢nom procesu uz endogenu denitrifikaciju
Pokusi istovremene denitrifikacije i uklanjanja P u anoksi¢nom uvjetu provedeni su kao
diskontinuirani u laboratorijskim ¢asama volumena 600 mL, radnog volumena 400 mL,
postavljenim na magnetske mijesalice, pri 100 o/min (Slika 11).
Pokusi u anaerobno/aerobno/anoksi¢nom procesu uz endogenu denitrifikaciju provedeni su kao
diskontinuirani, u laboratorijskim ¢asama volumena 1000 mL radnog volumena 600 mL
postavljenim na magnetske mijesSalice, pri 200 o/min za anoksi¢ne uvjete i uz prozracivanje
putem kompresora preko sintera postavljenog pri dnu ¢ase za aerobne uvjete, a anaerobni uvjeti
ostvareni su propuhivanjem s dusikom.
Uzorkovanje je provedeno u odredenim vremenskim intervalima i analiticki je odredivano,

ovisno o ciljanom pokusu, KPK, NH4-N, NOs3-N, NO:-N, PO4-P, PHA i povremeno MLSS.

3.1.3.3.  Aparatura za pokuse autotrofne i heterotrofne nitrifikacije, parcijalne
nitrifikacije 1 istovremene nitrifikacije i denitrifikacije

Nitrifikacija (autotrofna i1 heterotrofna) i parcijalna nitrifikacija (nitritacija), su istrazene 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 smjeStenog
pri dnu boce (Slika 12). Odabirom procesnih ¢imbenika favoriziran je proces parcijalne
nitrifikacije (nitritacije), odnosno nitratacije (potpune nitrifikacije), odnosno istovremene
nitrifikacije 1 denitrifikacije. Pokusi su provedeni uz stalno motrenje pH, DO 1 temperature
ocCitanjem vrijednosti na zaslonu mjernih aparata odredeno putem elektroda za mjerenje pH,
DO i temperature uronjenih u mijeSanu tekucéinu. Za Zeljenu koncentraciju NHs-N dodana je
odgovarajuca koli¢ina modelne otpadne vode, a za pokuse uz izvor ugljika dodana je odredena
koli¢ina natrijeva acetata za Zeljeni omjer C/N. Tijek bioloskih procesa motren je uzorkovanjem
odredenom dinamikom te analitickim odredivanjem KPK, NH4-N, NO3-N, NO»-N i ukupnog
dusika, kao 1 koncentracija mikrobne biomase izrazena 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 uredaja za bioloSku obradu otpadnih voda za uklanjanje
sastojaka s duSikom provedena je u laboratorijskom reaktoru radnog volumena 6 L,
naizmjeni¢nim pokusima nitrifikacije u aerobnim uvjetima i denitrifikacije u anoksi¢nim
uvjetima. Nitrifikacija je provedena u aerobnim uvjetima pri koncentraciji otopljenog kisika >2
mg/L, ostvareno upuhivanjem zraka iz kompresora kroz filter za zrak i mjera¢ protoka zraka
preko difuzora smjeStenog pri dnu bioreaktora. Nakon zavrSene nitrifikacije iskljuCena je
aeracija 1 dodan je izvor ugljika (natrijev acetat) te je uklju¢ena mehanicka mijesalica
postavljena u reaktor, pri 300 o/min, koja je imala ulogu mijeSanja mijeSane tekucine u reaktoru
1 ostvarivanje i odrzavanje anoksi¢nih uvjeta (DO~=0,5 mg/L). U reaktor su postavljene kisikova
1 pH elektroda za stalno mjerenje vrijednosti otopljenog kisika, temperature i pH. U odredenim
vremenskim razmacima uzimani su uzorci za analize, te profiltrirani preko filter papira veli¢ine
pora 0,45 um, te je odredivana aktivnost mikrobne kulture aktivnog mulja za uklanjanje N

procesima nitrifikacije i denitrifikacije tijekom prilagodbe.
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Mulj prilagoden za uklanjanje N uporabljen je u Sarznim pokusima denitrifikacije, endogene
denitrifikacije, autotrofne i heterotrofne nitrifikacije, parcijalne nitrifikacije i istovremene
nitrifikacije 1 denitrifikacije.

U kra¢im periodima neprovodenja pokusa mijeSana tekucina — suspenzija aktivnog mulja 1
modelne otpadne vode, nakon pokusa nitrifikacije, je pospremljena u hladnjak pri 4 °C, te kod
ponovnog uspostavljanja pokusa spontano temperirana uz prozra¢ivanje. 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 1 uklanjanje fosfora

pri anoksi¢nim uvjetima — umnazanje PAOs/DPAOs

U SBR reaktoru radnog volumena 3 L, u 24 satnom ciklusu uz cca 12 sati anoksi¢nih i 12 sati
aerobnih uvjeta tijekom 6 mjeseci prireden je aktivni mulj za pokuse istovremene denitrifikacije

i uklanjanja P — obogacivanje mulja s PAOs/DPAQOs. Mulj je tijekom obogac¢ivanja mulja s
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PAOs/DPAOs bio izlozen uvjetima obilja i gladi, uz natrijev acetat kao izvor ugljika i NO»-
N/NO:s-N kao elektron akceptore.

Sustav SBR je potom prilagoden za rad u 3 ciklusa (8-satni): 3 sata anoksi¢ni uvjeti, 4,5 sata
aerobni uvjeti, 0,5 h taloZenje i1 dekantiranje, tijekom 4 mjeseca.

Mulj obogacen PAOs/DPAOs vrstama uporabljen je u Sarznim pokusima istovremene
denitrifikacije i uklanjanja P pri anoksicnim uvjetima uzet iz roditeljskog reaktora pri

ustaljenom stanju vodenja procesa.

3.2.3. Aktivni mulj za pokuse u anaerobno/aerobno/anoksi¢cnom rezimu uz

endogenu denitrifikaciju

Anaerobno/aerobno/anoksi¢ni proces uz endogenu denitrifikaciju voden je u SBR-u radnog
volumena 3 L, pri dva rezima rada (1 h anaerobno, 1 h aerobno, 5 h anoksi¢no, 1 h talozenja i
dekantiranja i 1 h anaerobno, 2 h aerobno, 4 h anoksi¢no i 1 h taloZenja i dekantiranja), tijekom
8 mjeseci.

Anaerobni uvjeti osigurani su propuhivanjem s duSikom zapoceto cca 10 min prije pocetka
hranjenja, aerobni uvjeti su osigurani propuhivanjem zraka iz kompresora preko filtera za zrak
1 mjeraca protok zraka i difuzora na dnu biorekatora, a anoksicni uvjeti iskljucivanjem aeracije
1 mijeSanjem sadrzaja u reaktoru.

Mul;j prireden u anaerobno/aerobno/anoksi¢nim reZimu vodenja pri ustaljenom stanju vodenja
procesa uporabljen je u Sarznim pokusima uklanjanja N i P u anaerobno/aerobno/anoksi¢nom

procesu uz endogenu denitrifikaciju.

3.2.4. Dizajn pokusa nitrifikacije do NO3-N i parcijalne nitrifikacije do NO2-

N, 1 pokusa istovremene nitrifikacije 1 denitrifikacije
Pokusi autotrofne nitrifikacije, heterotrofne nitrifikacije (istovremene nitrifikacije 1
denitrifikacije) i parcijalne nitrifikacije provedeni su kao Sarzni u staklenim bocama radnog
volumena 1,2 L u koje je dodan aktivni mulj prilagoden za uklanjanje N i modelna otpadna
voda, te je pri >2 mg DO/L voden pokus nitrifikacije, odnosno pri oko 1 mg DO/L i pH oko 8,0
pokus nitritacije — parcijalne nitrifikacije, 1 pri 0,3-0,8 mg DO/L pokusi istovremene
nitrifikacije 1 denitrifikacije uz dodatak i izvora ugljika.

Odabrani pH odrZavan je dodavanjem 2M NaOH ili 2M HCIl.
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3.2.5. Dizajn pokusa denitrifikacije
Pokusi denitrifikacije uz vanjski izvor ugljika provedeni su kao Sarzni pri anoksi¢nim uvjetima
(pri DO < 0,5 mg/L) koji su ostvareni mijeSanjem suspenzije aktivnog mulja i vodene otopine
nitrata ili nitrita u laboratorijskim ¢asama radnog volumena 600 mL postavljenim na magnetske
mijesalice pri 200 o/min. Suspenziji aktivhog mulja ovisno o ciljanom pokusu dodana je
odgovaraju¢a koli¢ina priredenih vodenih otopina KNO3 ili NaNO; ovisno o pocetnoj
koncentraciji NO2-N i1 NO3-N i odgovarajuca koli¢ina NaC>H30> za odabrane pocetne omjere
C/N.
Pokusi endogene denitrifikacije provedeni su kao Sarzni, produZenjem trajanja anoksi¢nih
uvjeta nakon iscrpljivanja dodanog izvora ugljika za denitrifikaciju NOx-N, uz daljnju
denitrifikaciju NO2-N 1/ili NOs-N uz unutarstani¢ne zalihe ugljika.
Biomasa za pokuse denitrifikacije je prana vodovodnom vodom u 4 ponavljanja da se izbjegne
eventualni u¢inak nusprodukata i proizvoda prethodnih pokusa nitrifikacije/denitrifikacije.
Istrazeni su pokusi denitrifikacije NO2-N 1 NOs-N s ciljem odredivanja minimalno potrebnog
omjera C/N za ucinkovitu denitrifikaciju, uloge unutarstani¢nih izvora C za denitrifikaciju, kao

i u¢inka procesnih ¢imbenika na aktivnost mikrobne kulture za denitrifikaciju.

3.2.6. Dizajn pokusa istovremene denitrifikacije i uklanjanja P pri anoksi¢nim
uvjetima

Istovremena denitrifikacija i uklanjanje P pri anoksi¢nim uvjetima, provedeni su kao SarZni s
aktivnim muljem iz roditeljskog SBR-a u kojem je prireden aktivni mulj obogacen s
PAOS/DPAOS vrstama uz NO>-N kao akceptore elektrona, uzet pri ustaljenom stanju vodenja
reaktora. Pokusi su provedeni u laboratorijskim ¢asama od 600 mL radnog volumena 400 mL
pri 100 o/min. U laboratorijske ¢ase je dodan mulj iz roditeljskog SBR 1 izvori NO2-N, PO4-P
1 ugljika za ciljane odabrane omjere N/P i C/N, dodavanjem otopina NaNO,, KH>PO4 i

odvagom natrijeva acetata.

3.2.7. Dizajn pokusa uklanjanja N 1 P u anaerobno/aerobno/anoksi¢nom

pokusu uz endogenu denitrifikaciju
Pokusi uklanjanja N i1 P u anaerobno/aerobno/anoksi¢nom procesu uz endogenu denitrifikaciju
provedeni su kao diskontinuirani sa aktivnim muljem iz roditeljskog SBR-a vodenog u
anaerobno/aerobno/anoksi¢nom rezimu, uzetom pri ustaljenom stanju vodenja procesa, pri dva

rezima rada (1 h anaerobno, 1 h aerobno, 5 h anoksi¢no i 1 h anaerobno, 2 h aerobno i 4 h
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anoksi¢no), u laboratorijskim ¢asama od 1000 mL radnog volumena 600 mL, pri 200 o/min. U
laboratorijske ¢ase dodan je aktivni mulj i na pocetku anaerobne faze procesa izvor C i NH4-N
kao modelna otpadna voda. Anaerobni uvjeti osigurani su propuhivanjem s duSikom zapoceto
cca 10 min prije dodavanja izvora N i C. Slijedni aerobni uvjeti osigurani su upuhivanjem zraka
iz kompresora preko sintera postavljenog pri dnu ¢ase, a slijedni anoksi¢ni uvjeti iskljucivanjem
aeracije i uklju¢ivanjem magnetske mijesalice.

Dinamika mikrobnih promjena motrena je odredivanjem KPK, NH4-N, NOs3-N, NO;-N, POs-

P, PHA, i mjerenjem pH, DO 1 temperature u odredenim vremenskim intervalima.

3.3. Analiticke metode

3.3.1. Odredivanje nitrata

Odredivanje 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 odreduje se
fotometrijski.

Postupak: U staklenu kivetu doda se 1,5 mL uzorka (prethodno profiltriranog i po potrebi
razrijedenog s destiliranom vodom do koncentracijskog raspona metode) 1 1 Zli¢icu NOs-1
reagensa. Kiveta se dobro zatvori 1 mijeSa dok se reagens ne otopi u uzorku. Potom se doda 5
mL koncentrirane sumporne kiseline, dobro zatvori kiveta 1 pazljivo promijesa. Nakon 10 min

odvijanja reakcije ocita se apsorbancija u fotometru.

3.3.2. Odredivanje nitrita

Odredivanje nitrita, NO2-N, provedeno je pomoc¢u 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 1 tvori crveno-ljubicastu azo boju. Obojenje se mjeri
fotometrijski. Metoda je analogna EPA 354.1, US Standardnim metodama 4500-NO>B, i EN
26 777.

Postupak: U staklenu kivetu otpipetira se 5 mL uzorka (prethodno profiltriranog i po potrebi
razrijedenog s destiliranom vodom do koncentracijskog raspona metode) 1 doda 1 zli¢icu NO»-
1 reagensa. Kiveta se zatvori 1 mijeSa dok se reagens ne otopi u uzorku. Nakon 10 minuta
reakcijskog vremena izmjeri se apsorbanca na fotometru.

FA 1 FNA su racunati prema Anthonisenu i sur. [236], jednadzbe {9} 1 {10}
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mg N kupni amonijak kao N (mg/L)x10PH
FA kao NH, (2£2) = 22 jak kao N (me/L) (9
L e273+T(°C) 41 oPH
_ mg
mg [NOZ =N ()
FNA (T) = —m0——— {10}
e273+T(°C) x 1 opPH

3.3.3. Odredivanje amonijakalnog dusika

Amonijakalni dusik, NH4-N, odredivan je metodom po Nessleru i spektrofotometrijski
primjenom Merck Spectroquant seta. Nesslerov reagens u prisustvu NHs-N daje zuto do Zuto
smede obojenje uzorka ovisno o koli¢ini prisutnog NHs-N, a intenzitet obojenja se odreduje pri
valnoj duljini 425 nm, te ocita vrijednost iz bazdarnog dijagrama.

Bazdarni dijagram nacinjen je odredivanjem apsorbancijskih vrijednosti pri 425 nm za poznate
koncentracije standardne otopine NH4Cl.

Postupak: U odmjernu tikvicu od 50 mL stavi se 50 mL filtriranog uzorka, razrijedenog po
potrebi, i 2 kapi K-Na-tartarata. Promijesa se, potom doda 1 mL Nesslerovog reagensa i ponovo

promijesa. Nakon 10 min mjeri se apsorbancija pri 425 nm.

3.3.4. Odredivanje ukupnog dusika

Ukupni dusik, Niotal, odredivan je pomoc¢u Merck Spectroquant 1.14763 seta. Prema Koroleff-
ovoj metodi organski i1 anorganski duSikovi spojevi u reakciji s oksidirajuéim reagensom u
termoreaktoru prevode su u nitrat. U otopini zakiseljenoj sumpornom i fosfornom kiselinom,
nitrati reagiraju s 2,6-dimetilfenolom (DMP) 1 tvore 4-nitro-2,6-dimetilfenol koji se odreduje
fotometrijski. Digestija je analogna normi EN ISO 11905-1, a odredivanje nitrata normi ISO
7890/1.

Postupak: U praznu kivetu otpipetira se 9 mL destilirane vode i 1 mL prethodno profiltriranog
1 po potrebi razrijedenog uzoraka te se smjesa promijeSa. Doda se 1 zli¢icu reagensa N-1K 1
promijeSa. Potom se doda 6 kapi reagensa N-2K, dobro zatvori kivetu, promucka 1 sadrzaj
digestira jedan sat pri 120 °C. Nakon digestiranja sadrzaj kivete se ohladi na sobnu temperaturu
te nakon 10 minuta promucka. U reakcijsku kivetu otpipetira se 1 mL ohladenog digestiranog
uzorka; pri tome se u slu¢aju mutnoce ili postojanja taloga koristi bistri supernatant ili filtrat.
Doda se 1 mL reagensa N-3K, zatvoriti kiveta 1 sadrzaj dobro promucka. Nakon 10 minuta

reakcijskog vremena ocita se apsorbancija na spektrofotometru.
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3.3.5. Odredivanje kemijske potrosnje kisika

Kemijska potrosnja kisika (KPK) predstavlja koli¢inu oksidansa (kalijeva bikromata: K>Cr>O7)
potrebnog za oksidaciju organskih sastojaka u vodi. Izrazava se u mg O»/L. K2Cr2O7 oksidira
95-100% prisutnih organskih sastojka, a ne moze oksidirati amonijak, pirol i derivate piridina,
te neke ugljikovodike poput benzena i njegovih homologa. Za potpunu oksidaciju organskih
spojeva koji se teze oksidiraju, poput octene kiseline, alkohola, aminokiselina, dodaje se
srebrov sulfat (Ag>SO4) kao katalizator reakcije. Za sprijeCavanje oksidacije nekih anorganskih
spojeva, poput klorida, dodaje se zivin sulfat (HgSOs). Suvisak K>Cr,O7 preostao nakon
oksidacije titrira se otopinom feroamonijeva sulfata (FAS: (NH4)2Fe(SO4)2:6H>0), sukladno
prikazanoj jednadzbi {11}.

6Fe>* + Cr,03~ + 14H* — 6Fe* + 2Cr3* + 7H,0 i

Zbog nestabilnosti, otopinu FAS-a potrebno je prije upotrebe standardizirati (odrediti faktor)
standardnom otopinom K>Cr>O7. Faktor otopine (f) je omjer volumena otopine K>Cr,O7 +
HgSO4 1 otopine (NH4)2Fe(SO4)2.6H>0. Faktor otopine odreduje se tako da se u staklenu kivetu
otpipetira 2 mL destilirane vode 1 doda 1,2 mL otopine K>Cr.O7 + HgSO4 i1 2,8 mL otopine
Ag>S04 + H2SOq4. Staklena kiveta se pazljivo zatvori, promijesa i stavi na tamno mjesto da se
ohladi. Uzorak se potom titrira otopinom FAS-a uz dodatak feroin indikatora do pojave smede-
crvene boje otopine. Faktor otopine se raCuna prema jednadzbi {12} gdje je 1,2 volumen

otopine K2Cr207 + HgSO4 (u mL), a Vras volumen otopine FAS-a (mL) utroSene za titraciju.

1,2

f=

12}

VEas

Postupak: U staklenu kivetu otpipetira se 2 mL uzorka, doda 1,2 mL otopine K>Cr,O7 + HgSO4
12,8 mL otopine Ag>SO4+ H>SO4. Staklenu kivetu se dobro zatvori 1 promucka sadrZaj. SadrZaj
se digestira u termoreaktoru pri 150 °C sat vremena. Kiveta se potom stavi na tamno mjesto da
se sadrzaj ohladi na sobnu temperaturu. Ohladeni uzorak titrira se otopinom FAS-a (¢ = 0,1 M)
uz feroin kao indikator do promjene boje iz naran€asto-smede u tirkiznu plavo-zelenu te iz
tirkizno plavo-zelene u smede-crvenu (ponovno vracanje tirkizne boje nakon kraceg vremena
je prihvatljivo).

Slijepa proba se priprema isto kao uzorak, jedina je razlika $to se umjesto 2 mL uzorka dodaje

2 mL destilirane vode.
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KPK vrijednost se racuna prema jednadzbi {13} gdje je Vrasisp) volumen FAS-a (mL) utroSen
za titraciju slijepe probe, Vraswz) volumen FAS-a (mL) utroSen za titraciju uzorka, c

koncentracija otopine FAS-a (0,1 M), a f gram-ekvivalent za kisik pomnozeno s 1000

{13}

mgoz] _ (Vras(sp)—Vras(z))x ¢ x fx 8000

KPK[ :

Vuzorka

3.3.6. Odredivanje MLSS

Koncentracija mikrobne biomase odredivana je gravimetrijskom metodom kao masena
koncentracija ukupnih suspendiranih ¢estica u mijeSanoj tekuc¢ini (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,
Njemacka) poznate mase, te susi pri 105 °C do konstantne mase, hladi, te se odredi masa filtar
papira i taloga. MLSS se izraZzava u g/L, a izracunava prema jednadzbi {14} gdje je mom masa
osusenog aktivnog mulja i filter papira iskazana u gramima, a mr masa filtar papira, takoder u

gramima.

Mom —Mf

MLss [E] = x 1000 (14)

mL uzorka

3.3.7. Odredivanje koncentracije fosfata

Fosfat u obliku ortofosfata (PO4-P) odredivan je primjenom Merck Spectroquant 1.14842 seta.
Metoda se temelji na reakciji iona ortofosfata s amonijevim vanadatom 1 amonijevim
heptamolibdatom pri ¢emu nastaje zuto obojeni kompleks ¢ija koncentracija se odreduje
fotometrijski. Metoda je analogna APHA 4500-P C.

Postupak: U staklenu kivetu otpipetira se 5 mL profiltriranog 1 po potrebi s destiliranom vodom
razrijedenog uzorka do koncentracijskog raspona metode, te doda 1,2 mL POs-1 reagensa.
Kivetu se dobro zatvori, promijeSa sadrzaj, te se nakon 10 minuta reakcijskog vremena izmjeri

apsorbancija na fotometru.
3.3.8. Odredivanje pH vrijednosti

Vrijednost pH mjerena je uporabom pH-metra WTW 3301 i pH elektrode SenTix41 (WTW,
Njemacka) , kao 1 primjenom mjernog aparata Multi Set KS1 (Merck, Njemacka).
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Tijekom pokusa pH elektroda je bila uronjena u mijeSanu teku¢inu u bioreaktoru. Svakodnevno
je prije mjerenja pH vrijednosti provodeno umjeravanje elektrode uranjanjem u pufer otopinu
s pH 4 1 7, prema uputama proizvodaca. Nakon zavrSetka mjerenja, elektroda se ispere

destiliranom vodom te Cuva u otopini elektrolita, zasi¢enoj otopini kalijeva klorida.

3.3.9. Odredivanje temperature
Temperatura je tijekom procesa mjerena pomocu temperaturnog senzora s kisikove elektrode
(WTW 0Oxi3210 i DurOx, WTW, Njemacka) i pH elektrode (WTW 330i i SenTix41, WTW
Njemacka), ili primjenom mjernog aparata Multi Set KS1 (Merck, Njemacka), ocitavanjem

vrijednosti sa zaslona mjernog aparata.

3.3.10. Odredivanje koncentracije otopljenog kisika
Koncentracija otopljenog kisika mjerena je primjenom kisikove elektrode DurOx i mjeraca
otopljenog kisika WTW Oxi3210 (WTW, Njemacka), ili primjenom mjernog aparata Multi Set
KS1 (Merck, Njemacka). Instrument je prije upotrebe umjeren prema uputama proizvodaca.
Elektroda je tijekom trajanja procesa bila uronjena u mijeSanu tekuéinu u bioreaktoru, a
vrijednost koncentracije otopljenog kisika kao mg/L ili % zasi¢enja je prikazana na zaslonu

mjernog uredaja.

3.3.11. Odredivanje polihidroksialkanoata
Polihidroksialkanoati (PHA) su odredivani metodom koji su opisali Oehmen 1 sur. [200].
U staklenu kivetu se doda liofilizirana biomasa (20-30 mg), 2 mL kloroforma 1 2 mL otopine
metanola zakiseljenog s 3% H2SO4, dobro promijesa 1 digestira pri 100 °C tijekom 20 sati.
Nakon hladenja na sobnu temperaturu u kivetu se doda 1 mL MILI-Q vode i sadrZaj promijeSa.
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 °C, temperaturu kolone 170 °C i temperaturu detekcije plamenom ionizacijom 200 °C.

3.4. Mikrobioloske metode

3.4.1. Fluorescentna in situ hibridizacija

Molekularna citogenetska tehnika, fluorescentna in situ hibridizacija (FISH), zasniva se na

hibridizaciji odredene genske sekvence i1 odgovarajueg niza nukleotida vezanog za
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fluorescentni marker — probu [212]. FISH metoda moze biti direktna i indirektna, prema nacinu
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 pomocu antitijela na biotin ili digoksigenin vezanih na fluorokrom. Uporabljeno
je 13 oligunkleotidnih proba oznacenih fluorescentnim bojama Cianin 3 i Cianin 5, sintetizirane
prema narudzbi od firme GOREA PLUS (Hrvatska). Oligonukleotidne probe koristene u FISH

analizi prikazane su u Tablici 6.

Tablica 6. Probe koristene za FISH

Naziv probe Ciljana  Sekvenca (5'-3") Forma  Literatura
skupina mid %

Nso190 AOB CGATCCCCTGCTTTTCTCC 55

NIT3 NOB CCTGTGCTCCATGCTCCG 40 [207]

DENI124 DEN CGACATGGGCGCGTTCCGAT 40 [208]

PAO462 PAOmix  PAOs CCGTCATCTACWCAGGGTATTAAC 35

PAO651 CCCTCTGCCAAACTCCAG 35

PAO846 GTTAGCTACGGCACTAAAAGG 35 [209]

Acc-1-444 DPAOmi DPAOs CCCAAGCAATTTCTTCCCC 35

Acc-11-444  x CCCGTGCAATTTCTTCCCC 35 [210]

GAOQ431 GAOmix GAOs TCCCCGCCTAAAGGGCTT 35

GAOQ989 TTCCCCGGATGTCAAGGC 35 [211]

EUB338 EUBmix  Sve GCTGCCTCCCGTAGGAGT 0-50 [212]

EUB338-11 bakterije GCAGCCACCCGTAGGTGT 0-50

EUB338-111 GCTGCCACCCGTAGGTGT 0-50 [213]

Uzorci mulja periodi¢no su fiksirani u 4%-tnom paraformaldehidu. Uzorci mulja uzeti su na
pocetku/kraju pokusa denitrifikacije te analizirani FISH metodom, za odredivanje
denitrifikanata u ukupnim bakterijama aktivnog mulja. FISH preparati vizualizirani su
konfokalnom skeniraju¢om laserskom mikroskopijom (engl. Confocal Laser Scanning
Microscopy, CLSM). U svim pokusima ciljana molekula je bila 16S rRNA i temperatura
hibridizacije 46 °C. EUB338, EUB338-11 1 EUB338-III (EUBmix, oznacavale su sve bakterije),
su skupa koristene, Acc-1-444 1 Acc-11-444 (DPAOmix, denitrificiraju¢i fosfor akumulirajuci

organizmi), GAOQ431 1 GAOQ989 (GAOmix, glikogen akumuliraju¢i organizmi). EUBmix
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probe su bile oznacene Cianin 5 bojom na 5' kraju, a sve ostale probe Cianin 3 bojom takoder
na 5' kraju.

Postupak:

(1) Priprema fiksativa (4% paraformaldehid): Zagrijati 65 mL destilirane vode na 60 °C. Dodati
4 g paraformaldehida. Dodati 1 kap 2 M NaOH. Brzo mijesati 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 HCI. Filtrirati otopinu kroz filtar papir 0,2 um. Brzo ohladiti na 4 °C i ¢uvati u hladnjaku.
(i1) Fiksacija suspenzije mikrobnih stanica 4%-tnim paraformaldehidom: Dodati 3 volumena
paraformaldehid fiksativa na 1 volumen uzorka. Cuvati 1-3 sata na 4 °C. Peletirati fiksirane
stanice centrifugiranjem pri 5 000 g, te ukloniti fiksativ. Oprati stanice u PBS 1 resuspendirati
stanice u PBS do kona¢ne koncentracije 103-10° stanica/mL. Dodati 1 volumen ledeno hladnog
etanola na 1 volumen uzorka, promijesati. Fiksirane stanice se potom mogu staviti na stakalca
ili pohraniti na — 20 °C na nekoliko mjeseci.

(ii1) Imobilizacija fiksiranih mikrobnih stanica na stakalca: Staviti oko 3 pL fiksirane stani¢ne
suspenzije na stakalce, u promjeru oko 5 mm. Osusiti na zraku. Dehidrirati stanice umakanjem
u 50, 80 1 98%-tni etanol, po 3 minute u svaki. Nakon toga stakalca se, suha, mogu neograni¢eno
cuvati pri sobnoj temperaturi.

(iv) Hibridizacija: Umociti list papira Whatman 3MM u hibridizacijski pufer i staviti ga u tubu
od 50 mL. Tijekom nekoliko minuta izjednaciti tubu na hibridizacijskoj temperaturi (46 °C).
Za svako mjesto za hibridizaciju izmijeSati 8 uL hibridizacijskog pufera i 1 pL fluorescentne
probe. Staviti tih 9 pL mjeSavine hibridizacijskog pufera 1 probe na svako mjesto fiksiranih
stanica. Brzo staviti stakalce u prethodno ugrijanu vlaznu tubu 1 hibridizirati 2 sata pri 46 °C.
Ukloniti stakalce iz vlazne tube i odmah prekinuti hibridizaciju tako $to 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 visak vode 1 osuSiti na zraku. Staviti 1 kapljicu sredstva koje sluzi kao nosac
(,,mountant*) na preparat i preko toga pokrovnicu. Ostaviti pri sobnoj temperaturi na suhoj

ravnoj povrsini 24 sata u mraku.

3.4.2. Metoda bojanja po Neisseru — odredivanje poliP [214]

Na c¢isto 1 odmas¢eno predmetno stakalce (provlacenje predmetnice kroz plamen) stavi se

kapljica aktivnog mulja 1 preparat se ostavi da se osusi pri sobnoj temperaturi. Osuseni razmaz
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se fiksira provlacenjem predmetnice tri puta kroz plamen. Na fiksirani razmaz nanese se svjeze
pripremljena mjeSavina 2 dijela otopine A i 1 dio otopine B kroz 10-15 sekundi (Tablica 7).
Zatim se pusti da viSak boje otece sa stakalca. Nakon toga nanese se otopina C na 45 sekundi
te ispere vodom (Tablica 7). Stakalce se ostavi da se osuSi i gleda pod svjetlosnim
mikroskopom.

Nakupljeni poliP vide se kao tamno-ljubicasto obojana volutinska zrnca unutar bakterijske

stanice.

Tablica 7. Reagensi uporabljeni za metodu bojanja po Neisseru

Otopina A

MELEN PLAVO ...vvieiiieiieiicie ettt sttt e sreesraeseaesraessnenenas 0,1g
BAANOL DOY0 ... 5,0 mL
Octena kiselina (Z1aciale) ........cccvevvievieriieeiieerie e 5,0 mL
DeEStIlIrana VO ........oeeeeveviiiiieieeeeeeeeeeeee e 100,0 mL
Otopina B

Kristal-violet (10% u 96%-tnom etanolu) ..........c.cecieriereenienienieeeseceeeeene 3,3mL
ELANOL DOY0 ...t 6,7 mL
DeStITana VOAA .......ooouvviiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeee e e re e e 100,0 mL

Nakon pripreme pomijesati dva dijela otopine A i jedan dio otopine B

Otopina C
Krisoidin Y (1% vodena otopina) ..........ccceeceereerienieeiierieeieesieeseeeseeeseeeneeens 33,3 mL
DeEStIITana VO ......ccuveeieveiieiiiiiieeeeeeeeeeee ettt ettt eans 100,0 mL

3.5. Statisticka obrada
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (X) + standardna devijacija (o), izraCunati prema
jednadzbama {15} 1 {16} pri ¢emu je n ukupan broj mjerenja, a X; pojedinacne vrijednosti

mjerenja.

¥ = == {15}
n ()2
o= ZL=1(xI. x) {16}

(n-1)
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3.6. IzraCuni

Brzina uklanjanja organskih sastojaka (KPK), spojeva s N i P je racunata na nacin da je od
pocetne vrijednosti oduzeta konacna vrijednost motrenog pokataelja kakvoce mikrobnog

procesa i podijeljena s vremenom trajanja procesa. [zrazava se u mg/h.

Specificna brzina odabranog motrenog pokazatelja kakvo¢e mikrobnog procesa je odredena na
nacin da je brzina uklanjanja odabranog pokazatelja kakvoée podijeljena s koncentracijom

MLSS. Izrazava se u mg/gh.
Ucinkovitost uklanjanja odabranog pokazatelja kakvoce ciljanog mikrobnog procesa se

odreduje na nacin da se od pocetne koncentracije oduzme kona¢na koncentracija odabranog

pokazatelja kakvoce te pomnozi sa 100. Izrazava se u %.
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4. REZULTATI

4.1. Mikrobni procesi u funkciji uklanjanja dusika
Denitrifikacija na sustavima za obradu otpadnih voda uobicajeno €ini dio sustava uklanjanja N
koji se postize kombinacijom procesa nitrifikacije 1 denitrifikacije [2,3]. Izazovi u uklanjanju
dusika su obrada otpadnih voda niskog omjera C/N, posebice kad je cilj ukloniti i N i P iz
otpadne vode, pa se istrazuje i poboljSava proces istovremene denitrifikacije i uklanjanja P —
proces denitrificiraju¢e defosfatacije, odabirom povoljne konfiguracije procesa kroz probir
procesnih ¢imbenika s ciljem postizanja ucinkovite obrade i §to manjih troskova.
Obrada otpadne vode je dinami¢an proces, ovisi 0 nizu ¢cimbenika, poput: sastav i koncentracija
funkcionalnih organizama za ciljane bioloske procese, sastav-kakvoca 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 0 procesnim ¢imbenicima — provedeni su pokusi u kojima je istrazena aktivnost
aktivnog mulja prilagodenog za uklanjanje N odredivanjem brzine i ucinkovitosti kao i
zastupljenosti funkcionalnih organizama za ciljane procese:
(1) nitrifikacije
(i)  denitrifikacije
(1)  parcijalne nitrifikacije 1 denitrifikacije
(iv)  istovremene nitrifikacije i1 denitrifikacije — heterotrofne nitrifikacije 1 aerobne
denitrifikacije
(v) istovremene denitrifikacije 1 uklanjanja P procesom denitrificiraju¢e defosfatacije
preko NO2-N, pri anoksi¢nim uvjetima
(vi)  istovremene denitrifikacije i uklanjanja P u anaerobno/aerobno/anoksi¢nom procesu
uz endogenu denitrifikaciju

(vil) endogene denitrifikacije

4.2. Aktivnost aktivnog mulja prilagodenog za uklanjanje N procesom
nitrifikacije
Biolosko uklanjanje duSika (BNR) na sustavu za obradu otpadnih voda postize se

kombinacijom procesa: (i) nitrifikacije otpadne vode u aerobnim uvjetima pri ¢emu se prevodi

NH34-N u NO»-N 1/ili NO3-N, 1 (i1) denitrifikacije u anoksi¢nim uvjetima uz donore elektrona
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(organski ugljik) pri ¢emu se zbiva redukcija dusikovih oksida (NO2-N i NO3-N) do plinovitog
dusika (N2).

Potreba za provodenjem nitrifikacije otpadne vode proizlazi iz zabrinutosti za kvalitetu voda s
obzirom na: (i) u¢inak amonijaka na prijemne vode s obzirom na koncentraciju otopljenog
kisika i toksicnosti za ribe, (ii) potrebe za uklanjanjem dusSika radi kontrole eutrofikacije, (iii)
potrebe za osiguravanjem kontrole dusika zbog primjene ponovne uporabe vode, ukljucujuéi i
obnavljanje zaliha podzemne vode [2,3].

U provedbi disertacije pokusi nitrifikacije provedeni su s ciljem da se istrazi u¢inak odabranih
procesnih ¢imbenika na ucinkovitost i brzinu nitritacije (prevodenje NHs4-N do NO»-N) i/ili
nitratacije (prevodenje NO2-N do NO3-N).

Primjenom FISH metode u mulju aklimatiziranom za uklanjanje N u procesu nitrifikacije
dokazano je prisustvo nitrificiraju¢ih vrsta, amonijak oksidiraju¢ih (AOB) i nitrit oksidirajucih
bakterija (NOB). Nitrifikacija je istrazena 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 NHs-N, koncentraciji

mikrobne biomase 1 pH

Rezultati pokusa autotrofne nitrifikacije u ovisnosti o poc¢etnoj koncentraciji NH4-N, pocetnoj
koncentraciji mikrobne biomase i pri odabranoj vrijednosti pH 7,2+0,2 1 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 1 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 bududi se snizava pH vrijednost, pa su u
pokusima odabrane vrijednosti pH 7,24+0,2 1 pH 8,0+0,1, a koje ne inhibiraju i ne usporavaju

proces nitrifikacije, samo je veca ili manja potreba/potros$nja na kemikaliji za korekciju pH.
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Tablica 8. Brzina oksidacije NH4-N, brzina nitrifikacije i specifi¢na brzina nitrifikacije do 500

mg NH4-N/L pri pH 7,240,2, DO>2 mg/L i ambijentalnoj temperaturi 23+1 °C

NH4-N | NO»-N | NOs-N MLSS rNH4-Noksid. rNI spec rNI
[mg/L] [mg/L] | [mg/L] [g/L] [mg NHy- [mg N/Lh] [mg N
N/Lh] /gMLSSh]
1,5+0,3 17,9+0,5 10,4+0,9 6,9+0,7
100+£5 <1 <3 2,8+0,2 30,4+0,4 15,2+0,5 5,4+0,4
4,240,2 38,4+1,1 21,7+0,4 5,2+0,2
1,5+0,3 20,7+0,4 15,540,2 10,3£0,2
200+9 <1 <3 2,8+0,2 30,5+0,8 18,3+0,5 6,5+0,3
4,240,2 41,7+1,0 25,6+0,4 6,1+0,2
1,5+0,3 21,9+0,9 17,4+0,7 11,6+0,5
300+11 <1 <3 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
1,5+0,3 25,4+0,6 19,4+0,3 12,9+0,2
40047 <1 <3 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
1,5+0,3 31+0,3 22,6+0,7 15,1+0,4
500+14 <1 <3 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

Rezultati autotrofne nitrifikacije pri pH 7,2+0,2 i DO>2 mg/L pokazuju da se s povecanjem

pocetne koncentracije NHs-N povecava brzina oksidacije NHs-N 1 brzina nitrifikacije, za

istrazene pocetne koli¢ine mikrobne biomase.

Takoder,

nitrifikacija s povecanjem

koncentracije NHs-N rezultira u konac¢nici ve¢im koncentracijama nakupljenih NO2-N i NOs-

N u tocki oksidacije NH4-N. Povecanje koncentracije mikrobne biomase ima pozitivni uc¢inak

1 na brzinu oksidacije NH4-N 1 na brzinu nitrifikacije (Tablica 8).
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Tablica 9. Brzina oksidacije NH4-N, brzina nitrifikacije i specifi¢na brzina nitrifikacije do 500

mg NH4-N/L pri pH 8,0+0,1, DO>2 mg/L i ambijentalnoj temperaturi 22+1 °C

NH4-N NO»-N NOs-N MLSS rNH4-Noksia. rNI spec NI
[mg/L] [mg/L] [mg/L] [g/L] [mg NH4-N [mg N/Lh] [mg N
/Lh] /gMLSSh]
1,4+0,2 18,8+0,2 11,5+0,4 8,2+0,3
1007 <1 <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
1,4+0,2 19,8+1,1 17,2+0,4 12,3+0,2
200+13 <1 <3 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
1,4+0,2 23,6+0,6 20,4+0,4 14,6+0,4
300+6 <1 <3 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
1,4+0,2 27,4+1,0 22,5+0,7 16,1+0,4
400+8 <1 <3 2,620,3 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
1,4+0,2 32,8+0,2 25,0+0,2 17,9+0,2
500+9 <1 <3 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

Autotrofna nitrifikacija pri pH 8,0+0,1 (Tablica 8) s pove¢anjem pocetne koncentracije NH4-N
takoder rezultira povecanjem 1 brzine oksidacije NH4-N 1 brzine nitrifikacije, pri DO>2 mg/L,
za svaku istrazenu pocetnu koli¢inu mikrobne biomase, poput rezultata pri pH 7,2+0,2 (Tablica
8). Takoder, s pove¢anjem koli¢ine mikrobne biomase povecava se brzina oksidacija NH4-N i
brzina nitrifikacije (Tablica 9).

U¢inak pH na autotrofnu nitrifikaciju (Tablice 8 1 9) se prepoznaje kao ¢imbenik koji utjece na
brzinu procesa i oksidacije NH4-N 1 nitrifikacije, kao 1 na nakupljenu koli¢inu NO2-N i NOs3-N
na kraju procesa oksidacije NHs-N. Visa vrijednost pH, pH 8,0+0,1, u usporedbi s pH 7,2+0,2
ide u prilog veéeg nakupljanja NO>-N i brzeg procesa oksidacije NH4-N (Tablice 8 1 9).
Uobicajene promjene motrenih pokazatelja kakvoce ciljanog bioloskog procesa autotrofne
nitrifikacije pri pH 7,2+0,2 1 DO>2 mg/L prikazane su za odabrani pokus 200+9 mg NH4-N/L,
s 1,5 g MLSS/L (Slika 14).
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Slika 14. Varijacije NH4-N, NO>-N, NO3-N, NH3-N, HNO>-N, DO, pH i temperature tijekom
autotrofne nitrifikacije 200+9 mg NH4-N/L, pri pH 7,2+0,2 1 DO>2 mg/L

Tijekom autotrofne nitrifikacije (Slika 14) mogu se opaziti uobicajene promjene u profilu DO
kao tocka povecanja vrijednosti DO koja korelira s tockom potpune oksidacije NH4-N i u

krivulji NO2-N se prepoznaje kao tocka najvece vrijednosti NO»-N.
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4.3. Parcijalna nitrifikacija
Pokusi parcijalne nitrifikacije provedeni su s ciljem da se istrazi aktivnost mikrobne kulture za
nitritaciju, oksidaciju NHs-N do NO>-N (prvi korak nitrifikacije) pri odabranim procesnim
¢imbenicima pH 8,0 i DO < I mg/L, povoljnim za proces nitritacije [2]. Nitritacija doprinosi
uStedom 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 NO»-N.
Brzina nitrifikacije raste s pove¢anjem koncentracije DO do 3-4 mg/L. Znacajno je brzina
nitrifikacije inhibirana pri DO<0,5 mg/L, pri ¢emu se provodi parcijalna nitrifikacija, nitritacija,
odnosno prevodenje 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 uc¢inak na nitrifikaciju
imaju neionizirani amonijak (NH3) ili slobodni amonijak i neionizirana dusSi¢na kiselina
(HNO2) koji inhibiraju nitrifikaciju, a u¢inak inhibicije ovisi o temperaturi i pH [43].
Parcijalna nitrifikacija istrazena je pri pocetnih 30+1 mg NH4-N/L, 50+£3 mg NH4-N/L 1 10045
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,
14115).

Tablica 10. Varijacije NH4-N, FA, NO3-N, NO>-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 NH4-N FA NOs;-N  NO:-N FNA pH T DO
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L °C mg/L
0 30,021,0 09+0,1 02+0,1 03+0,3 92-10%:4-107 8,0+0,1 22,0£0,1 0,9+0,1
05 222+1,6 0,703 2,8+09 3,814  1,0-10%4-10° 8,0£0,1 22,020,  0,9+0,1
1 17,9414 07402 3,1x1,5 63+1,7 2,0-1043-10° 8,0+0,1 22,00,1  0,9+0,1
1,5 11,6207 04+0,1 6,642.4 123+1,9 3,0-10%2-10° 8,0£0,1 22,0£0,1  0,9+0,1
2 51406 02+0,1 83+14 151+0,5 5,0-10%:6:10°5 8,040,1 22,040,1  0,9+0,1
2,5 0 0 10,4+0,6  20,3+0,6  4,0-10%+£2:10°  8,0+0,1 20,0+0,1 0,9+0,1
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Tablica 11. Varijacije NH4-N, FA, NOs-N, NO:-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
0

0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4

NH4-N
mg/L
50,0+3,0
44,743,6
38,3+3,1
29,6+2,7
24,8422
16,3+1,8
10,7+0,7
2,9+0,5
0

FA
mg/L
2,0+0,4
1,7+0,4
1,5+0,3
0,9+0,2
0,9+0,2
0,8+0,1
0,4+0,1
0,1+0,03
0

NO;-N
mg/L
0,1+0,1
1,1+0,7
22413
7,0+£2,6
8,0+3,3
10,4429
11,2+2,1
12,4+1,4
14,2+0,8

NO:-N
mg/L
0,1+0,1
3,8+1,4
72425
12,3+3,8
14,3432
20,342,6
25,4421
29,1+1,3
32,9+0,9

FNA
mg/L
2,4:107°+6-1077
9,2:107°+4-107°
2,0-1044£2:10°5
4,0-104£3-10°°
3,0-104+4-107
4,0-1044£2:10°5
6,0:-10%£1-107°
9,0-10%+1-107*
9,0:104+£6:107*

pH

8,0+0,1
8,0+0,1
8,0+0,1
8,0+0,1
8,0+0,1
8,0+0,1
8,0+0,1
8,0+0,1
8,0+0,1

T
°C
22,2402
22,2402
22,240,2
22,240,2
22,240,2
22,240,2
22,3402
22,3402
22,3402

DO

mg/L
0,9+0,1
0,9+0,1
0,9£0,1
0,9+0,1
0,9£0,1
0,9+0,1
0,9+0,1
0,9+0,1
0,9+0,1

Tablica 12. Varijacije NH4-N, FA, NOs-N, NO>-N, FNA, pH, DO i temperature pri parcijalnoj
nitrifikaciji 100,0+5,0 mg NHs-N/L s 1,5+0,1 g MLSS/L

t
h
0

0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
5,5

NH4N
mg/L
100,0+5,0
93,2+2,6
85,843,8
77,1£3,1
67,629
58,3+2,1
47,7+1 4
36,4+1,7
28,3+1,3
25,8+0,8
8,1+0,4
0

FA
mg/L
5,1+0,3
2,9£0,7
2,7+0,9
2,9£0,6
3,3+0,8
2,3£0,8
1,5+0,6
1,4+0,4
0,9+0,3
1,3£0,3
0,3£0,1
0

NOs-N
mg/L
0,6+0,3
2,6+0,9
5,3+2,8
7,0£3,2
10,8+2,7
12,5+3,1
15,4425
17,742,7
20,6+2,2
22,8+1.,6
26,9+1,2
28,2+0,5

NO:-N
mg/L
0,4+0,1
6,3+0,8
12,3+0,9
18,8+1,4
24,8+2.6
30,9+3,7
36,4+3,5
42,1£3,1
48,7£2,8
54,1£2,3
60,3+1.,4
66,140,8

FNA
mg/L

7,7-1076£7-1077
2,0-104+6-10°
4,0-10%£1-10*

5,0-104+5-10°5
5,0-104+9-10°5
7,0-104+2-104
1,0-1073+6-10
1,0-103+7-104
1,0-103+5-104
1,0-103+3-104
1,0-103+4-10
1,0-103+4-10

pH

8,0£0,1
8,0£0,1
8,0£0,1
8,0£0,1
8,0+0,1
8,0+0,1
8,0+0,1
8,0£0,1
8,0£0,1
8,0£0,1
8,0£0,1
8,0+0,1

T
°C
22,340,1
22,340,1
22,340,1
22,340,1
22,4+0,1
22,440,1
22,4+0,1
22,440,1
22,440,1
22,440,1
22,540,1
22,5+0,1

DO
mg/L
0,9+0,1
0,9+0,1
0,9+0,1
0,9+0,1
0,9+0,1
0,9+0,1
0,9+0,1
0,9+0,1
0,9+0,1
0,9+0,1
0,9+0,1
0,9+0,1
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Tablica 13. Varijacije NH4-N, FA, NOs-N, NO:-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 NH&N FA NO-N NO»-N FNA pH T DO

h mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L °C mg/L

0 30,0+1 1,4+0,2 0,7+0,3 0,6+0,4 1,4:10°+£4-10°¢ 8,0+0,1  23,1+0,1 0,9+0,1
0,5 21,742,1 1,0+£0,3 3,2+0,8 4,1£1,8 9,7:107°+6-10°¢ 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 10,5427 2,0-104£6-10°° 8,0+0,1  23,1+0,1 0,9+0,1
1,5 1207 0,05£0,01 84+1,0 17,7424  5,0-10%4-10°  8,0+0,1 23,120,  0,9+0,1

2 0 0 9,7£0,7  18,7+0,9 4,0-104£7-107° 8,0+0,1  23,2+0,1 0,9+0,1

Tablica 14. Varijacije NH4-N, FA, NO3-N, NO>-N, FNA, pH, DO i temperature pri parcijalnoj
nitrifikaciji 50£3 mg NH4-N/L s 3,0+0,1 g MLSS/L
t NHsN FA NO>-N NO:-N FNA pH T DO
h mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L °C mg/L
0 50,0£3,0 1,9+0,4 0,3+0,2 0,4+0,3 1,2:10°+6-10°° 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%+9-10°° 8,0+0,1 23,1+0,1 0,9+0,1
1 27,9423  1,1+0,8  7,1£12  15743,1  5,0-10%:7-10°5  8,0+0,1 23,1£0,1  0,90,1
1,5 13,242,1 0,8+0,3 9,4+1,8 23,7+2,8 4,0-104+4-107 8,0£0,1 23,1+0,1 0,9+0,1
2 04403  0,1£0,1  12,9+1,6 34,0425  8,0-10%49-10°  8,0+0,1 23,120,1 0,9+0,1
2,5 0 0,4+0,2 13,1£1,6  34,6+2.,5 1,0-1073+5-10°3 8,0£0,1 23,2+0,1 0,9+0,1

Tablica 15. Varijacije NH4-N, FA, NO3-N, NO>-N, FNA, pH, DO i temperature pri parcijalnoj
nitrifikaciji 100,0+5,0 mg NHs-N/L s 3,0+0,1 g MLSS/L

t NHs-N FA NO;-N NO:-N FNA pH T DO
h mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L °C mg/L
0 1000450 4,8+1,2  0,7+0,1 0,90, 1 2,1-105£1-10¢  8,0£0,1 23,0£0,1 0,9+0,1
05 823+1,5 3,9+09 32404 13,6203  3,0-10%2-10°  8,040,1 23,040,1 0,9+0,1
1 64,7+£2,2 3,8+0,7 10,3%1,1 23,5+1,7 4,0-1074+£2:107 8,0+0,1 23,0+£0,1 0,9+0,1
1,5 41,9430 24405 17,9#2,1  353+2,6  7,0-10%:1-10°5  8,040,1 23,040,1 0,9+0,1
2 20,0£2,7 09404 222435 52,119  1,0103£3-10°  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 2,0-107+4-10 8,0+0,1 23,0+0,1 0,9+0,1
3 0 0 27,843,1 67,3£2,2 2,0-103+£3-10* 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 NO»-N, s ostvarenim razli¢itim 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 (rNOs-N) tijekom parcijalne nitrifikacije 30=1 mg NH4-N/L, 50+3 mg NHs-
N/L 1 100+5 mg NH4-N/L pri 0,8-1,0 mg DO/L s 1,5+0,1 g MLSS/L 1 3,0+0,1 g MLSS/L

mg g rNI rNOs-N rNO:-N nakupljeno  nakupljeno N gub.
NHs+ MLSS/L mgNHs+  mgNO3-  mgNO:z- NOs-N NO:-N %
N/L N/Lh N/Lh N/Lh % Y%

301 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
503  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
1005 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 5,104 11,4+0,6 26,2423 58,242,9 15,6+0,5
50+3  3,0£0,1 24,8¢04 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 9,104

S povecanjem pocetne koncentracije NH4-N povecava se brzina oksidacije NH4-N 1 prevodenje
u NO»-N, pri obje odabrane pocetne koncentracije mikrobne biomase (Tablica 16). Veca
koli¢ina mikrobne biomase korelira s povecanjem brzine nitrifikacije s pove¢anjem pocetne

koncentracije NHs-N.

4.4. Istovremena nitrifikacija i denitirifkacija
Istovremena nitrifikacija 1 denitrifikacija (SND), proces poznat pod nazivom aerobna
denitrifikacija kao 1 heterotrofna nitrifikacija 1 aerobna denitrifikacija ima veliki potencijal u
obradi otpadnih voda niskog omjera C/N, a bazira se na strategiji izvedbe istovremene
nitrifikacije 1 denitrifikacije pri aerobnim i heterotrofnim uvjetima. Nekoliko biokemijskih
procesa zbiva se istovremeno u procesu heterotrofne nitrifikacije i aerobne denitrifikacije
(HNAD), istovremeno se uklanjaju N 1 organski sastojci (KPK) pri aerobnim uvjetima [63,215].
U usporedbi s konvencionalnim bioloSkim procesom uklanjanja N, proces HNAD ima nekoliko
prednosti, poput: (i) u aerobnim uvjetima provodenje uklanjanja N i organskih sastojaka, (ii)
alkalnost potroSena tijekom nitirifikacije moze se nadoknaditi denitrifikacijom koja se zbiva
istovremeno, (iii) mogu se ostvariti ustede na prostoru i vremenu, i (iv) moze se smanjiti
potroSnja energije 1 emisija C. U procesu HNAD se ve¢ina N ukloni putem stani¢ne asimilacije
1 nitrifikacije/denitrifikacije, a vrlo mala koli¢ina N se emitira putem NO 1 N>O. Heterotrofna
nitrifikacija — oksidacija bilo kojeg reduciranog oblika duSika u viSe oksidirani oblik [216,217],
znatno je sporiji proces od autotrofne nitrifikacije, zahtijeva utroSak energije i nema znacajnog

doprinosa u procesima nitrifikacije [218].
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Rezultati heterotrofne nitrifikacije 40+5 mg NHs-N/L i 80+2 mg NH4-N/L, uz organske
sastojke pri omjeru KPK/N 10 1 20 (koji odgovaraju omjeru C/N ~51~10), s 2,5+0,2 g MLSS/L,
pri nekontroliranom pH i ambijentalnim uvjetima temperature, prikazani su u Tablicama 17,
18, 19 1 20, a te odabrane 1 istrazene vrijednosti organskih sastojaka 1 NH4-N uobicajeno
karakteriziraju otpadnu vodu grada iz razdjelnog i mjeSovitog sustava kanalizacije.

Tim pokusima istraZen je ucinak organskih sastojaka na brzinu procesa nitrifikacije, odnosno
kompetitivnost nitrifikanata 1 uobicajenih heterotrofa (OHOs) za otopljeni kisik, kao 1
kompetitivnost OHOs 1 denitrificiraju¢ih organizama za raspolozivi organski ugljik za rast i

aktivnost mikrobne biomase kao i proces denitrifikacije.

Tablica 17. KPK, NH4-N, NH3-N, NO;-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,th KPK,mg/L. NHs-N,mg/LL. NOs:-N,mg/LL.  NO:;-N, mg/L NH;3-N, mg/L

0  431,746,0 40,0+5,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,240,1
0,5  401,2+3,0 38,7420 0,5+0,0 1,340,0 0,7+0,1

1 318,142,0 36,7+1,1 1,2+0,0 2,8+0,2 2,4+0,4
1,5  168,3+4,0 31,240,6 2,540,1 3,940,1 2,5+0,3

2 96,2+1,0 27,5+1,0 3,840,1 4,8+0,3 1,8£0,3
2,5  12,3+0,8 12,4+0,9 5,640,2 5,340,2 1,040,2

3 11,6+1,0 3,140,2 7,140,2 6,340,2 0,340,0
3,5  13,3+0,8 0 8,4+0,2 7,140,3 0

4 14,140,9 0 8,940, 1 3,240,1 0
45  104+1,0 0 9,0+0,2 1,120,1 0

5 11,30,4 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,
izraCunata 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% pocetnog
N) i gubitak N od 77%.
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Tablica 18. KPK, NH4-N, NH3-N, NO>-N, NOs-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,th KPK,mg/L. NHs-N,mg/LL NOs-N, mg/L

0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3.5
4

812,146,0
763,9+7,0
651,145,0
448 4+8.0
258,5+4,0
43,1430
10,542,0
10,742,0
11,1£1,0

40,0+5,0
39,142,0
36,742,0
32,1+1,0
28,542,0
18,4+1,0
2,140,4

0

0

0,2+0,0
0,2+0,0
0,9+0,0
1,140,2
1,940,3
3,6+0,2
4,7+0,4
6,602
7,040,3

NO:-N, mg/L
0,2+0,0
0,6+0,0
1,5+0,2
2,24+0,2
3,5+0,5
4,0+0,3
5,2+0,6
2,1+0,4

0

NH3;-N, mg/L
0,2+0,1
1,3+0,1
3,7+0,5
3,9+0,6
4,3+0,4
3,3+0,7
0,4+0,1

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,

izraCunata 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

pocetnog N) 1 gubitak N od 81,8%.

Tablica 19. KPK, NH4-N, NH3-N, NO>-N, NOs-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

tth KPK,mg/L NHsN,mg/L NO;-N, mg/L

0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5

819,3+2.0
751,5+3,0
681,6+2,0
581,3+4.0
463,8+1,0
333,9+£2.0
177,4+3,0
17,340,5
12,2+0,2
11,1+0,1
12,9+0,2

80,0+2,0
76,5£1,0
73,2+1,5
69,8+0,7
66,1£1,2
62,3+1,0
58,7+0,6
48,2+0,8
33,2+0,5
17,8+0,1
2,3+0,2

0,1£0,0
0,7+0,1
12402
2,1£0,1
2,7+0,2
3,1+0,2
3,5+0,3
4,3+0,1
6,7+0,3
12,3+0,5
17,1+0,4

NO»-N, mg/L

0,240,0
0,4+0,0
0,8+0,0
1,0£0,1
1,7+0,1
2,103
2,603
3,140,2
5,540 4
11,340,8
16,5+0,6

NH;-N, mg/L

0,6+0,3
1,1£0,4
2,5+0,8
2,9+0,7
3,5+0,9
5,1+0,6
5,9+0,8
4,9+0,9
2,2+0,4
0,8+0,2
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 acrobnim
uvjetima, pri ambijentalnim uvjetima temperature i nekontroliranom pH s 2,5+0,2 g MLSS/L,
izraunata je brzina oksidacije organskih sastojaka 201,8 mg KPK/Lh, brzina oksidacije NH4-
N od 15,6 mg NHy4-N/Lh, brzina nitrifikacije 13 mg N/Lh, uz nakupljanje NO3-N (27,8% od
pocetnog N) 1 gubitak N od 72,2%.

Tablica 20. KPK, NH4-N, NH3-N, NO>-N, NOs-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 NOs;-N, mg/L.  NO>-N, mg/L.  NH3-N, mg/L

0  1603,2+22,0 80,042,0 0,140,0 0,2+0,0 0,3+0,1
0,5 1512,7+17,0 74,542.0 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 42+1.4
2 1219,749,0 60,8+1,0 2,7+0,4 1,90,2 4,9+1,9
2,5  1060,5+10,0 54,1<1,0 3,5+0,2 2,240,1 5.4+2.1
3 904,6+6,0 50,6=0,7 4,140,6 2,603 5,0£1,8
3,5  746,8+8.0 452+1,0 4,7%0,5 2,8+0.3 5,541,7
4 611,9+7,0 41,4%1,0 5,3404 3,240,2 6,242,0
4,5 4632450 37,609 5,740,5 3,740,4 5,6+1,5
5 308,8+5,0 33,740,7 6,10 4 4,140,3 6,1£1,6
5,5 154,3+4,0 23,1+1,0 6,5+0,3 4,4+0,3 42+1,1
6 13,2+1,0 6,1+1,0 11,3402 8,7+0,5 1,30,3
6,5 11,242,0 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 18,10,2 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,
izraCunata je brzina oksidacije organskih sastojaka od 264,9 mg KPK/Lh, brzina oksidacije
NH3s-N od 12,3 mg NH4-N/Lh, brzina nitrifikacije 10,7 mgN/Lh, uz nakupljanje NO3-N (22,6%
pocetnog N) i gubitak N od 77,4%.
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U pokusima SND nije zabiljeZzena ekvivalentna koli¢ina NOx-N s obzirom na pocetnu
koncentraciju NH4-N, odreden je znatan gubitak N, Sto ukazuje na odvijanje aerobne
denitrifikacije 1 heterotrofne nitrifikacije (Tablice 17-20).

U usporedbi s konvencionalnim nitrificiraju¢im bakterijama, HNAD bakterije imaju vecu
brzinu rasta, bolju prilagodljivost na okoli$, sposobnost istovremenog uklanjanja N i organskih
sastojaka (KPK) pri aerobnim uvjetima [63,215]. Ve¢ina HNAD bakterija zahtijeva vis$i omjer
C/N za postizanje velike u¢inkovitosti 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 1

80+2 mg NH4-N/L, pri omjerima KPK/N 101 20 dan je Slikom 15.

30 7 - 300 =

7 25 - 250 E!
5 920 - L 200 6
% Z 5z
g 215 150 5 ¢
25210 - - 100 2 5
g mE g &
S EZ 5 - 50 é
$Z 3 0 b0 F
8 40+5mg  40+5mg  80+2mg  80+2 mg
T & NH4-N/L NH4-N/L NH4-N/L NH4-N/L
= 2 KPK/N 10 KPK/N20 KPK/N 10 KPK/N 20

c§ BrNH4-N oksidacije

OrNI

na kraju procesa akumulacija NO3-N
BrKPK oksidacije
D gubitak N

Slika 15. Usporedni prikaz brzine oksidacije organskih sastojaka (KPK), oksidacije NHs-N i
nitrifikacije, akumulacije NO3-N na kraju procesa i gubitak N, u pokusima heterotrofne

nitrifikacije 40£5 1 80+2 mg NHs-N/L, pri omjerima KPK/N 10 1 20

Uobicajene promjene motrenih pokazatelja kakvoce ciljanog bioloskog procesa heterotrofne
nitrifikacije prikazane su za odabrani pokus 40+5 mg NHs-N/L pri omjeru KPK/N 10, pri
aerobnim uvjetima, pri ambijentalnim uvjetima temperature 1 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, NOs-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 istraZene pocetne vrijednosti 4045 mg
NH4-N/L i 80+£2 mg NH4-N/L krivulje KPK, ukupnog dusika (N total), NH4-N, NO3-N, NO»-
N, FNA, NH3-N, pH i DO pokazuju isti trend promjena, uz istovremenu oksidaciju organskih
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sastojaka 1 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 pocetnih 40+5
mg NHs-N/L.

ODOKPK/N 10 DODO KPK/N 20

=51 o 8 pRo20Q
g4 0 o
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1 O
I L EEYLE :
0 1 2 3 4 5
t,h
Slika 17. Profili DO u heterotrofnoj nitrifikaciji-aerobnoj denitrifikaciji 40+5 mg NH4-N/L u

ovisnosti o omjeru KPK/N 10 i 20

9.5 1 OpH KPK/N 10 OpH KPK/N 20
S I
z x
7.5 1
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Slika 18. Profili pH u heterotrofnoj nitrifikaciji-aerobnoj denitrifikaciji 40+5 mg NHs-N/L u
ovisnosti o omjeru KPK/N 10 1 20

U profilu DO vidljiv je utroSak kisika za istovremenu oksidaciju KPK i NH4-N. Ve¢i je utrosak
DO pri ve¢em pocetnom omjeru C/N (Slika 17). U profilu pH opaza se u pocetku procesa
ciljanih pokusa porast pH kao rezultat oksidacije organskih sastojaka, kao 1 visi pH pri ve¢em

omjeru C/N (Slika 18).
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Za uklanjanje organskih sastojaka uobicajeni heterotrofi (OHOSs) toleriraju pH od 6,0 do 9,0,
uz optimalnu izvedbu procesa pri neutralnom pH, a koncentracija otopljenog kisika se
uobicajeno u reaktoru odrzava DO>2 mg/L, ipak i pri DO>0,5 mg/L neznatni je ucinak
koncentracije otopljenog kisika na brzinu razgradnje organskih sastojaka. Takoder, heterotrofi

su otporniji na toksi¢ne sastojke od nitrifikanata [2].

4.5. Denitrifikacija — u€inak odabranih procesnih ¢imbenika
Denitrifikacija ovisi o nizu ¢imbenika, o strukturi mikrobne zajednice i konkurentnosti i
brojnosti funkcionalne populacije kao i1 procesnim c¢imbenicima, poput: koncentracija
otopljenog kisika, pH, temperatura, izvor i dostupnost organskih sastojaka, koncentracija i

funkcionalnost mikrobne zajednice, vrijeme zadrZzavanja mulja, starost mulja, i dr. [41,220-

222].

Pokusi denitrifikacije NO3-N 1 NO»-N provedeni su uz organske sastojke kao donore elektrona
pri vrijednostima omjera KPK/N limitiraju¢im i nelimitirajuéim za denitrificirajue vrste,
buduc¢i su organski sastojci nuzni za redukciju NOx-N. Takoder, istrazen je potencijal mikrobne
biomase s dvije odabrane koncentracije MLSS u denitrifikaciji NO3-N 1 NO»-N. IstraZena je 1
endogena denitrifikacija NO2-N 1 NO3-N uz unutarstani¢ne zalihe ugljika. Odreden je
minimalni potrebni omjer C/N za denitrifikaciju NO2-N 1 NO3-N uz natrijev acetat kao izvor

ugljika.

4.5.1. Dentitrifikacija NO3-N u ovisnosti o KPK/N omjeru 1 koli¢ini mikrobne

biomase

Pokusi denitrifikacije s nitratom kao akceptorom elektrona su provedeni pri:

o koncentraciji nitrata 30+4, 50+5 1 70+5 mg NO3-N/L

o koncentraciji mikrobne biomase 1,5+0,3 1 3,0+0,3 g MLSS/L

o omjeru KPK/N 5, 10120
Ovisnost brzine denitrifikacije, omjera AKPK/ANOs3-N, u¢inkovitosti uklanjanja NOs-N, brzine
oksidacije organskih sastojaka (KPK), 1 u¢inkovitosti 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 304, 50+5 i 70£5 mg NO3-N/L s 1,5+0,3 1 3,0+£0,3 g
MLSS/L pri omjeru KPK/N 5, 101 20

Brzina denitrifikacije ima trend rasta s porastom koncentracije nitrata, kao i s porastom

koncentracije mikrobne biomase (Slika 19).

15 1
H delta KPK/delta NO3-N
I 1,5 g MLSS/L KPK/N 5
m delta KPK/delta NO3-N 3
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o 1,5 ¢ MLSS/L KPK/N 20

30 50 70 delta KPK/delta NO3-N 3
koncentracija NO;-N, mg/L g MLSS/L KPK/N 20

Slika 20. Omjer AKPK/ANOs-N u ovisnosti o koncentraciji nitrata, koncentraciji biomase i
omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 3044, 50+5 1 70£5 mg NO3-N/L s 1,5+0,313,0+0,3 g
MLSS/L pri omjeru KPK/N 5, 101 20

Omjer AKPK/ANO3-N raste s porastom koncentracije mikrobne biomase i s porastom omjera

KPK/N (Slika 20).
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Slika 21. Uc¢inkovitost uklanjanja NO3-N u ovisnosti o koncentraciji nitrata, koncentraciji
biomase i omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 30+4, 50+5 1 70+5 mg NO3-N/L, s 1,5+0,3 1
3,0+£0,3 g MLSS/L, pri omjeru KPK/N 5, 10120

Ucinkovitost uklanjanja nitrata pri KPK/N 5 bila je oko 70%, odnosno 100% pri KPK/N 10 i

20 (Slika 21), pri obje istrazene koncentracije mikrobne biomase.
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Slika 22. Brzina oksidacije KPK u ovisnosti o koncentraciji nitrata, koncentraciji biomase i
omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 3044, 50+5 1 70£5 mg NO3-N/L s 1,5+0,313,0+0,3 g
MLSS/L pri omjeru KPK/N 5, 101 20
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Brzina oksidacije KPK raste s porastom omjera KPK/N, koncentracije mikrobne biomase 1

porastom koncentracije nitrata (Slika 22).

100 A

°\i 80 - m ucinkovitost uklanjanja KPK

¥ 1,5 gMLSS/L KPK/N 5

Eﬁ = ucinkovitost uklanjanja KPK 3

2 60 A T g MLSS/L KPK/N 5

= ==

k = ucinkovitost uklanjanja KPK

= 40 I 1,5 g MLSS/L KPK/N 10

8 1 ® u¢inkovitost ulanjanja KPK 3 g

2 MLSS/L KPK/N 10

E 20 A = u¢inkovitost uklanjanja KPK

E 1,5 g MLSS/L KPK/N 20
uc¢inkovitost uklanjanja KPK 3

0 g MLSS/L KPK/N 20

30 50 70
koncentracija NO5-N, mg/L

Slika 23. U¢inkovitost uklanjanja organskih sastojaka izrazenih kao KPK u ovisnosti o

koncentraciji nitrata, koncentraciji biomase i omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 30+4,

50+5 1 70+5 mg NOs-N/L, s 1,5+0,3 1 3,0+0,3 g MLSS/L, pri omjeru KPK/N 5, 101 20

Ucinkovitost uklanjanja organskih sastojaka izraZenih kao KPK je bila u rasponu vrijednosti
oc¢ekivano za istraZzene koncentracije nitrata, omjere KPK/N i mikrobne biomase, a pri omjeru
KPK/N 5 uc¢inkovitost uklanjanja KPK bila je 100% odnosno organski sastojci su bili prisutni
u nedovoljnoj koli¢ini za denitrifikaciju (Slika 23).

Kinetika denitrifikacije 70+5 mg NOs-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 NOs-N/L pri KPK/N 10 s 1,5+0,3 g MLSS/L

4.5.2. Denitrifikacija NO»-N u ovisnosti o omjeru KPK/N 1 koli¢ini mikrobne

biomase
Pokusi denitrifikacije s nitritom kao akceptorom elektrona su provedeni pri:
o koncentraciji nitrita 30%5, 50+5 1 70+£2 mg NO2-N/L
o koncentraciji mikrobne biomase 1,5+0,2 i1 3,0+0,2 g MLSS/L
o omjeru KPK/N 5, 10120
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Ovisnost brzine denitrifikacije, omjera AKPK/ANO»-N, u¢inkovitosti uklanjanja NO2-N, brzine
oksidacije organskih sastojaka izrazenih kao KPK, i ucinkovitosti uklanjanja organskih
sastojaka (KPK) o koncentraciji nitrita, koncentraciji mikrobne biomase i omjeru KPK/N je

prikazana na Slikama 25-30.

40 -
& ErNO2-N1,5¢g
I MLSS/L KPK/N 5

®rNO2-N 3 g MLSS/L
KPK/N 5

20 - I ErNO2-N1,5¢g

MLSS/L KPK/N 10

® rNO2-N 3 g MLSS/L
10 1 KPK/N 10

mNO2-N 1,5 ¢
MLSS/L KPK/N 20

30 50 70 rNO2-N 3 g MLSS/L
KPK/N 20

30

rNO,-N, mg/Lh

koncentracija NO,-N, mg/L

Slika 25. Brzina denitrifikacije u ovisnosti o koncentraciji nitrita, koncentraciji biomase 1
omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 30£5, 50+5 1 70£2 mg NO>-N/L s 1,5+0,2 1 3,0+£0,2 g
MLSS/L pri omjeru KPK/N 5, 101 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).
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Slika 26. Omjer AKPK/ANO:>-N u ovisnosti 0 koncentraciji nitrita, koncentraciji biomase i
omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 30+5, 50+5 1 70£2 mg NO»-N/L, s 1,5+0,213,0+0,2 g
MLSS/L, pri omjeru KPK/N 5, 101 20
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Omjer AKPK/ANO>-N raste s porastom koncentracije nitrita, s porastom koncentracije

mikrobne biomase i porastom omjera KPK/N (Slika 26).

Ucinkovitost uklanjanja nitrita je bila 100% pri istraZenim koncentracijama mikrobne biomase
1 omjerima KPK/N.

250 -
200 - I
= I mKPK 1,5 g MLSS/L KPK/N 5
éwo 1 # KPK 3 g MLSS/L KPK/N 5
é 100 | I = tKPK 1,5 g MLSS/L KPK/N 10
‘ = tKPK 3 g MLSS/L KPK/N 10
50 - = tKPK 1,5 g MLSS/L KPK/N 20
rKPK 3 g MLSS/L KPK/N 20
O .

30 50 70
koncentracija NO,-N, mg/L
Slika 27. Brzina oksidacije organskih sastojaka izrazenih kao KPK u ovisnosti o koncentraciji
nitrita, koncentraciji biomase i omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 30+5, 50+5 1 70+2 mg

NO:-N/L, s 1,5+0,2 1 3,0+0,2 g MLSS/L, pri omjeru KPK/N 5, 101 20

Brzina oksidacije organskih sastojaka izrazenih kao KPK raste s porastom omjera KPK/N,

koncentracijom mikrobne biomase i porastom koncentracije nitrita (Slika 27).
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Slika 28. Uc¢inkovitost uklanjanja KPK u ovisnosti o koncentraciji nitrita, koncentraciji
biomase i omjeru KPK/N tijekom denitrifikacije 30£5, 50+5 1 70£2 mg NO>-N/L, s 1,5+0,2 i
3,0+0,2 g MLSS/L, pri omjeru KPK/N 5, 10120
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Ucinkovitost uklanjanja organskih sastojaka izrazenih kao KPK je bila u rasponu vrijednosti za
istrazene koncentracije nitrita, omjere KPK/N 1 mikrobne biomase, a za omjer KPK/N 5 bila je
100% (Slika 28).

Kinetika denitrifikacije 70+2 mg NO>-N/L pri omjeru KPK/N 10 s 1,5+0,2 g MLSS/L je

prikazana na Slici 29.
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Slika 29. Kinetika denitrifikacije 70+2 mg NO»-N/L pri KPK/N 101 1,5+0,2 g MLSS/L
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4.5.3. Minimalno potrebni omjer C/N za denitrifikaciju nitrita 1 nitrata kao
akceptora elektrona

U svrhu odredivanja minimalno potrebnog omjera C/N za denitrifikaciju 30+4 mg NO3-N/L i
30+4 mg NO»-N/L provedeni su pokusi denitrifikacije pri C/N 1, 2, 3, 4 1 5 uz acetat kao izvor
ugljika, pri < 0,5 mg DO/L 1 2,0+0,1 g MLSS/L (Tablice 21 i 22).

Tablica 21. Ucinkovitost denitrifikacije 30+4 mg NO3-N/L i 30+4 mg NO>-N/L pri < 0,5 mg
DO/L 1 2,0+0,1 g MLSS/L u ovisnosti o raspolozivim organskim sastojcima (C/N 1-5)

Omjer Redukcija  Redukcija Preostali KPK — Preostali KPK —
C/N NOs3-N, %  NO:-N, % NOs-N akceptor NO:-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 1 304 mg NO2-N/L uz natrijev acetat kao izvor ugljika
postignuta je potpuna denitrifikacija NO3-N 1 NO»-N pri omjeru C/N 4 odnosno C/N 3, ali je u
oba procesa preostalo C koji je dodan u suviSku (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 1 30+4 mg
NO;-N/L pri < 0,5 mg DO/L 12,0+0,1 g MLSS/L

Omjer Redukcija Preostali KPK — Omjer Redukcija Preostali KPK -
C/N  NO:>-N, % NO:-N akceptor C/N NOs-N, % NOs-N akceptor

2,2 82+4 0% 3,2 68+3 0%
2,4 100 0% 3,4 7442 0%
2,6 100 27 mg/L (18%) 3,6 8943 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 vecu potrebu za ugljikom pri denitrifikaciji NO3-N u odnosu na NO»-N i to

1,58% viSe C treba za denitrifikaciju NO3-N u odnosu na NO>-N (Tablica 22).
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Uobicajene promjene KPK, NO3-N, NO>-N, FNA, vrijednosti pH, temperature i DO u

denitrifikaciji 304 mg NOs-N/L pri odredenom minimalno potrebnom omjeru C/N 3.8

prikazane

su na Slici 30, a u denitrifikaciji 30+4 mg NO>-N/L pri odredenom minimalno

potrebnom omjeru C/N 2,4 na Slici 31.
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Slika 30. Varijacije koncentracije KPK, NO3-N, NO»-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, NO>-N, FNA, vrijednosti pH, temperature i DO u
denitrifikaciji 30+4 mg NO2-N/L pri omjeru C/N 2.4

4.5.4. Endogena denitrifikacija

U endogenoj denitrifikaciji mikroorganizmi koriste unutarstani¢ne zalihe ugljika uz manju
brzinu denitrifikacije u usporedbi s procesom denitrifikacije uz vanjske izvore ugljika.
Endogenu denitrifikaciju provode uobicajeni heterotrofni denitrifikanti 1 DGAOs. Pri tome je
vazno osigurati procesne ¢imbenike i1 za pohranjivanje/skladiStenje unutarstani¢nih rezervi
ugljika i za provedbu endogene denitrifikacije [9,198,199,202].

Pokusi denitrifikacije uz endogene izvore ugljika provedeni su s ciljem da se istrazi aktivnost
mikrobne biomase u koriStenju unutarstani¢nih rezervi ugljika za redukciju nitrata i/ili nitrita

(endogena denitrifikacija). Provedeni su pokusi s 30+4 mg NOs3-N/L i 30+4 mg NO2-N/L pri
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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 NOs-N/L uz unutarstani¢ne rezerve ugljika, nakon iscrpljivanja vanjskog
izvora ugljika, dodanog u proces denitrifikacije kao limitiraju¢i ¢imbenik pri omjeru C/N 3,

prikazana je Slikom 32.

Tablica 23. Ucinkovitost denitrifikacije 30+4 mg NO>-N/L i 30+4 mg NO3-N/L pri < 0,5 mg
DO/L 1 2,0+0,1 g MLSS/L u ovisnosti o raspolozivim organskim sastojcima (C/N 1-3) —

endogena denitrifikacija

Omjer Izvor Redukcija Redukcija Preostali KPK uz Preostali KPK uz
C/N ugljika NOs3-N,% NO2-N, % NOs-N akceptor e NO:-N akceptor €7

; utro$ak PHA, mmol

utro$ak PHA, C/L
mmol C/L
1 KPK 17% 37% 0% 0%
PHA 37% 53% APHA 2,5 APHA 3,1
2 KPK 37% 68% 0% 0%
PHA 82% 100% APHA 5,5 APHA 0,9
3 KPK 61% 0%
PHA 100% APHA 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 NO,-N kao akceptorom

elektrona pri anoksi¢nim uvjetima
Budu¢i da nitrit djeluje inhibiraju¢e na aktivnost DPAOs, denitrificiraju¢a defosfatacija je
manje stabilna u usporedbi s konvencionalnim bioloskim uklanjanjem P, §to predstavlja izazov
za koristenje tehnologije denitrificiraju¢e defosfatacije u stvarnim sustavima [223,224].
Zbog kontradiktornih zakljucaka o utjecaju nitrita na istovremenu denitrifikaciju i uklanjanje P
- denitrificirajuée uklanjanje P, izazovno je procijeniti ucinkovitost i stabilnost
denitrificiraju¢eg uklanjanja P s nitritom kao akceptorom elektrona.
Stoga je glavni cilj ove serije pokusa bio ispitati denitrificiraju¢u defosfataciju kroz provodenje
procesa istovremene denitrifikacije 1 unutarstani¢nog unosa P u anoksi¢nim uvjetima s
istovremeno prisutnim donorom (acetatom) i akceptorom elektrona (nitritom), te istraziti uc¢inak
ograniavajuce i neograni¢avaju¢e koncentracije raspolozivih organskih sastojaka - izvora
ugljika na aktivnost DPAOs 1 brzinu i u€inkovitost uklanjanja N i P.
Za bolje razumijevanje metabolickog ponasanja DPAOs u anoksi¢nim uvjetima uz NO>-N kao
akceptore elektrona, za koje se navodi da mogu narusavati aktivnhost DPAOs
[55,170,190,194,225,226], istrazena je aktivnost DPAOs za istovremeno uklanjanje N i P u
anoksi¢nim 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 1 4 1 uz raspoloZive organske
sastojke (C/N) iz natrijeva acetata u ograni¢avajucoj 1 neograni¢avajucoj koncentraciji, za
pocetnih 20+1 mg PO4-P/L, s ciljem da se odredi minimalni omjer C/N pri kojem se postize
maksimalni u€inak uklanjanja N 1 P, kao i u¢inkovitost i brzina uklanjanja N 1 P pri istraZenim
operativnim uvjetima.
Sarzni pokusi aktivnosti DPAOs za istovremenu denitrifikaciju i unos P, pri anoksi¢nim
uvjetima, pri (nizom pokusa) odredenom minimalno potrebnom omjeru C/N kao 1

prekomjernom omjeru C/N, prikazani su u Tablici 24.
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Tablica 24. Ucinkovitost uklanjanja organskih sastojaka izrazenih kao KPK, N i P i brzine
uklanjanja N 1 P, pri anoksi¢nim uvjetima pri minimalno potrebnom i1 prekomjernom omjeru

C/N, tijekom istovremene denitrifikacije i unosa P pri anoksi¢nim uvjetima

PO+P, NO,- N/P C/N rN,mgN/Lh rP, Nuxi, Puw, KPKuk
mg/L N, mgP/Lh % % Iy
mg/L %
20+£1 4042 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 4548
201 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 Sarznim pokusima, pri omjerima N/P 2, 3, 4 za pocetnih 20 mg PO4-P/L, istrazeno je
povecanje omjera C/N 1-7, a rezultiralo je povec¢anjem brzine i u¢inkovitosti uklanjanja NO»-
N i P do odredenog minimalno potrebnog omjera C/N (Tablica 24), a pri kojem je ostvarena
najveca brzina denitrifikacije 1 najveca brzina unosa fosfata, 1 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 NO»-N/L i C/N 2 (N/P 4)
(Tablica 23).

Istovremena denitrifikacija 1 unos P, denitrificiraju¢a defosfatacija, s ve¢om koli¢inom
raspolozivog ugljika od minimalno potrebnog - prekomjernom koli¢inom organskih sastojaka,
pri C/N 7 (Tablica 24), pokazuje daljnji trend laganog povecanja brzine denitrifikacije s
porastom pocetne koncentracije nitrita, ali 1 smanjenje brzine anoksi¢nog unosa P. U¢inkovitost
uklanjanja N pri prekomjernom omjeru C/N 7 je potpuna za sve istrazene pocetne koncentracije
nitrita (40-80 mg NO-N/L), dok se u¢inkovitost uklanjanja P smanjuje za oko 13% s porastom
pocetne koncentracije nitrita, i takoder preostaju neiskoriSteni organski sastojci izraZzeni kao
KPK od 45 do 55% (Tablica 24).

Uobicajene promjene KPK, NO»-N, PO4-P, FNA, temperature i pH vrijednosti tijekom procesa

istovremene denitrifikacije 1 unosa P pri anoksi¢nim uvjetima, denitrificirajuc¢e defosfatacije,
pri odredenoj minimalno potrebnoj koli¢ini ugljika (C/N 2) za denitrifikaciju 80+3 mg NO»-
N/L, pri N/P 4, prikazani su na Slici 33.
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Slika 33. Varijacije KPK, NO>-N, PO4-P, temperature, FNA i pH u SarZznom pokusu
denitrificiraju¢e defosfatacije pri 80+3 mg NO2-N/L i pri N/P 41 C/N 2

4.7.  PoboljSano uklanjanje N u anaerobno/aerobno/anoksi¢nom procesu uz

endogenu denitrifikaciju

U obradi otpadne vode niskog omjera C/N (KPK/N) raspolozivi organski sastojci su
ogranicavajuc¢i ¢imbenik za denitrifikaciju 1 otpustanje fosfora [184-188,193]. RjeSenje tog
problema je primjena procesa u kojima aktivnost pokazuju DPAOs, ¢ime se istovremeno
uklanja N 1 P bez izvanstani¢nog izvora ugljika [186-188,227], a u produZenoj anoksi¢noj fazi
procesa endogena denitrifikacija aktivnoS¢u DGAOs. DPAOs imaju metabolicka svojstva
slicno PAOs vrstama [228-230], aktiviraju se u naizmjeni¢nim anaerobnim/anoksi¢nim
uvjetima, te koriste NO2-N i /ili NO3-N kao akceptore elektrona, umjesto Oz kojeg koriste PAOs
[187-189,193,227].
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Pozitivni u¢inak primjene DPAOs u BNR procesima je moguca usteda 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 u¢inkovitog uklanjanja
N 1 P 1 prikladan je za prociS¢avanje otpadnih voda s niskim KPK, je
anaerobno/aerobno/anoksi¢ni proces uz endogenu denitrifikaciju.

Pokusi istovremene denitrifikacije i uklanjanja P u anaerobno/aerobno/anoksi¢nom procesu uz
endogenu denitrifikaciju provedeni su s ciljem da se istrazi potencijal mikrobne kulture za
poboljsano uklanjanje N i1 P iz otpadne vode niskog omjera C/N.

Pokusi su provedeni u dva rezima.

Pokusi anaerobno/aerobno/anoksi¢ne konfiguracije uz endogenu denitrifikaicju provedeni pri
1 h anaerobne faze, 1 h aerobne faze i produzene anoksi¢ne faze od 5 h, pri omjerima C/N 2, 4
1 6 1 pri pocetnih 20 mg PO4-P/L, su u Sarznim pokusima dali rezultate prikazane na Slikama

34135.
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Slika 34. Varijacije KPK, NHs-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 1 6 iz natrijeva acetata, za pocetnih 20 mg

NH4-N/L
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Slika 35. Vrijednosti pH 1 DO u pokusu uklanjanja N i P u A/O/A procesu uz endogenu
denitrifikaciju pri C/N 2, 4 1 6 iz natrijeva acetata, za pocetnih 20 mg NH4-N/L

Pri toj konfiguraciji vodenja procesa ostvarene brzine ucinkovitosti uklanjanja organskih
sastojaka, NH4-N, ukupnog dusika i P, kao 1 brzine oksidacije organskih sastojaka, NH4-N,

otpustanja P, unosa P i redukcije N prikazane su na Slikama 361 37.
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Slika 36. Brzina endogene denitrifikacije, otpustanja P, aerobnog i anoksi¢nog unosa P,
produkcije NOx-N i oksidacije NH4-N tijekom Sarznog pokusa pri konfiguraciji A/O/A uz
endogenu denitrifikaciju pri C/N 2, 4 1 6 iz natrijeva acetata, za pocetnih 20 mg NH4-N/L
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Slika 37. U¢inkovitost uklanjanja organskih sastojaka izrazenih kao KPK, NH4-N, dusSika 1
fosfora na kraju aerobne/pocetku anoksicne faze i na kraju anoksic¢ne faze, u konfiguraciji

A/O/A procesa uz ednogenu denitrifikaciju, pri C/N 2, 4 1 6, za pocetnih 20 mg NH4-N/L

U svrhu poboljsanja uc¢inkovitosti uklanjanja P, u anaerobno/aerobno/anoksi¢nom procesu uz
endogenu denitrifikaciju, provedeni su pokusi pri rezZimu u kojem je produljena aerobna faza

za sat vremena 1 skra¢ena anoksi¢na faza za sat vremena, pa je vrijeme anaerobne, aerobne i
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anoksicne faze iznosilo 1 h, 2 h i 4 h. Rezultati u¢inkovitosti procesa pri toj konfiguraciji su

prikazani Slikama 38 i 39.
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Slika 38. Uc¢inkovitost uklanjanja organskih sastojaka izrazenih kao KPK, NH4-N, ukupnog
duSika na kraju aerobne faze, ukupnog dusika na kraju anoksic¢ne faze, uklanjanja P na kraju

aerobne faze 1 uklanjanje P na kraju anoksi¢ne faze
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Slika 39. Brzine endogene denitrifikacije, brzine anoksi¢nog P unosa, brzine produkcije NOx-
N, brzine oksidacije KPK, brzine oksidacije NH4-N, brzine anaerobnog P otpustanja i brzine

aerobnog P unosa

Produljenje aerobne faze za sat vremena i1 skracivanje anoksi¢ne faze za sat vremena je

rezultiralo viS§im uklanjanjem i N 1 P (Slike 38 1 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 (denitrificiraju¢e defosfatacije) i poboljSanog
uklanjanja N endogenom denitrifikacijom. Vizualizacija i dokumentiranje uzoraka provedeno
je primjenom konfokalne laserske skeniraju¢e mikroskopije (CLSM).
Uzorak aktivnog mulja tijekom procesa nitrifikacije je testiran na prisustvo amonijak- 1 nitrit-
oksidirajuéih bakterija, a dokazane ciljane mikrobne skupine su prikazane na Slikama 40 1 41.
Rezultat testiranja uzorka aktivnog mulja na denitrifikante je prikazan na Slici 42. U procesu
denitrificiraju¢e defosfatacije aktivni mulj je testiran na PAOs 1 DPAOs (Slika 43), a u procesu
endogene denitrifikacije na DGAOs (Slika 44).

0 pm 10

Slika 40. CLSM amonijak oksidiraju¢ih bakterija oznac¢enih probom Nso190 prikazani crveno

1 svih bakterija oznacenih probom EUBmix prikazani zeleno
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Slika 41. CLSM nitrit oksidirajucih bakterija oznacenih probom NIT3 prikazani crveno i svih

bakterija oznacenih probom EUBmix prikazani zeleno

0 pm 50

Slika 42. CLSM denitrificiraju¢ih bakterija oznacenih probom DEN124 prikazani crveno i

svih bakterija oznacenih probom EUBmix prikazani zeleno
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Slika 43. CLSM denitrificirajuc¢ih fosfor akumulirajucih organizama oznacenih probom

DPAOmix prikazani crveno i svih bakterija ozna¢enih probom EUBmix prikazani zeleno

Slika 44. CLSM denitrificraju¢ih glikogen akumulirajucih organizama oznacenih probom

GAO4ix prikazani crveno 1 svih bakterija oznacenih probom EUBmix prikazani zeleno
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Fosfat akumuliraju¢i organizmi (PAOs) su dominantan soj u EBPR sustavima, a kroz
metabolizam unutarstani¢no nakupljaju fosfate, viSe od metabolickih potreba, u obliku poliP
[231].

Bojanjem po Neisseru [214], dokazani su unutarstani¢ni polimeri fosfata u obliku poliP, vidljivi

kao tamnoljubicaste granule (Slika 45).

-

L

Slika 45. PoliP obojan po Neisseru, povecanje 400x
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5. RASPRAVA
5.1.  Ucinkovitost aktivnog mulja za uklanjanje N procesima nitrifikacije i
denitrifikacije

U otpadnoj vodi dusikovi spojevi uobicajeno se uklanjaju kombinacijom procesa nitrifikacije i
denitrifikacije, a ovisno o konfiguraciji procesa i procesnih ¢imbenika izrazena je aktivnost
funkcionalnih oraganizama za ciljane bioloSke procese, poput autotrofnih i heterotrofnih
nitrifikanata, aerobnih 1 anoksi¢nih denitrifikanata 1 denitrificiraju¢ih defosfatiraju¢ih
organizama u njihovoj aktivnosti kroz mikrobne procese nitrifikacije 1 denitrifikacije,
nitritacije-denitritacije, istovremene nitrifikacije i denitrifikacije, denitrificirajuce defosfatacije,
endogene denitrifikacije i drugo [2].
Aktivni mulj s lokalnog uredaja za obradu otpadnih voda prilagoden je za uklanjanje N
provodenjem niza naizmjeni¢nih pokusa nitrifikacije u aerobnim uvjetima pri ¢emu je amonijak
oksidiran do NO»-N i/ili NO3-N i denitrifikacije pri anoksi¢nim uvjetima uz natrijev acetat kao
donor elektrona pri cemu je NO»-N i/ili NO3-N reduciran do plinovitog dusika (Slike 8-10).
Pokusi odredivanja aktivnosti aktivnog mulja za uklanjanje N provedeni su s ciljem da se,
ovisno o odabranim procesnim c¢imbenicima, istrazi/odredi: (i) kapacitet funkcionalnih
mikroorganizama za uklanjanje N procesima nitrifikacije i1 denitrifikacije odredivanjem
ucinkovitosti 1 brzine nitrifikacije 1 denitrifikacije, (i1) mikrobna kompetitivnost za kisik 1/ili
donore elektrona izmedu uobicajenih heterotrofa (engl. Ordinary Heterotrophic Organisms,
OHOs), nitrifikanata i denitrifikanata, kao i PAOs-a/DPAOs, GAOs-a/DGAOs 1 (iii) aktivnost
mikroorganizma za uklanjanje N ovisno o stresnim/povoljnim uvjetima (limitirajuéi 1
nelimitirajuci u€inak raspolozivog C, otopljenog kisika, koli¢ine mikrobne biomase, pocetne
koncentracije dusikovih spojeva, pH), (iv) doprinos unutarstanicno pohranjenih zaliha ugljika
u poboljsanju uklanjanja N, (v) klasteri konkurentnih mikroorganizama u mikrobnoj zajednici

1 istakne uloga tih funkcionalnih populacija u uklanjanju N.

5.1.1. U¢inak koncentracije NH4-N na aktivnosti aktivnog mulja za proces
nitrifikacije

Za ucinkoviti proces nitrifikacije potrebno je osigurati u mikrobnoj kulturi namnoZzavanje

spororastucih nitrifikanata, AOB vrsta koje u aerobnim uvjetima NHs-N prevode u NO»-N, kao

1 NOB vrsta koje u aerobnim uvjetima prevode NO>-N u NOs-N [2,3,181]. U aktivhom mulju

zbog velike brojnosti populacije i brzog rasta organotrofa koji ¢ine 90-97% bakterija, u

usporedbi s malom spororastu¢om populacijom nitrifikanata koji ¢ine svega 3-10% bakterija u
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aktivnom mulju, veli¢ina populacije nitrifikanata postupno se smanjuje $to rezultira oteZanim 1
postizanjem i odrzavanjem nitrifikacije. Veli¢ina populacije nitrifikanata ovisi o koli¢ini
raspolozivog — dostupnog supstrata (NH4-N 1 NO»>-N), a rast i reprodukcija o procesnim
¢imbenicima: koncentraciji otopljenog kisika, temperaturi, pH, alkalitetu, inhibiciji,
toksicnosti, kao i nadinu vodenja 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, prevodenje NH4-N u NOs-N, postize 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, ukljucuje dvije skupine autotrofnih bakterija, amonijak oksidirajuce
vrste prefiksa Nitroso-, rodova: Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobus i
Nitrosovibrio 1 nitrit oksidiraju¢e vrste prefiksa Nitro-, rodova: Nitrobacter, Nitrococcus,
Nitrospira, Nitrospina i Nitroeystis [232]. Nitrifikaciju provode dva roda nitrificirajucih
bakterija Nitrosomonas i Nitrobacter, aerobni autotrofi koji posjeduju enzime potrebne za
znacajnu nitrifikaciju. U aktivnom mulju brojniji su Nitrosomonas koji imaju krace
generacijsko vrijeme i1 brZze se umnoze u usporedbi s Nitrobacter, buduc¢i se oksidacijom NHs-
N dobiva viSe energije nego oksidacijom NO-N, §to u nepovoljnim operativnim uvjetima moze
rezultirati provodenjem nitiritacije (prvog koraka nitrifikacije) odnosno akumulacijom NO>-N.
U literaturi je istaknuto da se u procesu aktivnog mulja inhibicija supstratom zbiva pri
koncentraciji 400 — 500 mg NHy4-N/L ili kada se ioni NH4-N oksidiraju u nitritne ione (NO2-N)
[26].

Takoder, stehiometrija bioloSke 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
produkcijunitritai 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. Takoder, za svaki gram NH4-N oksidiranog
potrebno je osigurati 7,14 g alkaliteta kao CaCO3. Tako iz stehiometrijske jednadzbe u kojoj je
obuhvacena oksidacija NH4-N, utrosak alkaliteta 1 sinteza mikrobne biomase proizlazi da se za
svaki konvertirani gram NH4-N (izraZeno kao N) utrosi 4,25 g O», formira 0,16 g novih stanica,
te ukloni 7,07 g alkaliteta kao CaCOs 1 0,08 g anorganskog ugljika se uporabi za formiranje
novih stanica. Brzina nitrifikacije ovisi o koncentraciji otopljenog kisika 1 raste s povec¢anjem
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 uobiCajeno primjenjuje za odrzavanje dobre brzine
nitrifikacije [2]. Nitrifikaciju inhibira neionizirani amonijak (NH3) ili slobodni amonijak 1
neionizirana duSi¢na kiselina (HNO;). Ucinak inhibicije ovisi o koncentraciji ukupnih
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dusikovih spojeva, temperaturi i pH. Koncentracija od 100 mg NH4-N/L i 20 mg NH4-N/L pri
20 °C 1 pH 7,0 moze inhibirati oksidaciju NH4-N 1 NO2-N, kao 1 koncentracija NO2-N od 280
mg/L. moze inhibirati oksidaciju NO>-N [43]. Pokusi nitrifikacije vodeni su pri koncentraciji
otopljenog kisika >2 mg DO/L (Tablice 7 i 8) §to nije bio ograniavajuc¢i ¢cimbenik. Korekcija
pH je provodena za postizanje i odrzavanje odabranih ciljanih vrijednosti pH 7,2+0,2 i pH
8,0+0,1 (Tablice 8 i 9) $to takoder nije ograniavaju¢i Cimbenik te se po odabranim
vrijednostima i pH 1 DO mogao istraziti puni kapacitet mikrobne kulture za ciljane procese
ucinka pocetne koncentracije NHs4-N na ucinkovitost nitrifikacije. U istrazivanju ucinka
pocetne koncentracije NH4-N na nitrifikaciju (Tablice 8 i 9) za sve istrazene vrijednosti
koncentracije NHs-N rezultati pokazuju da se s poveéanjem koncentracije NH4-N povecava
brzina oksidacije NH4-N i za pocetnih 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 pocetnih 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 povecanja brzine
oksidacije NH4-N 1 nitrifikacije opaza se i pri povecanju koncentracije NH4-N istrazeno pri pH
8,0+0,1, pri ¢emu je za pocetnih 100+7 mg NH4-N/L odredena brzina oksidacije od 18,8+0,2
mg NH4-N/Lh do 42,1+1,0 mg NH4-N/Lh odnosno pri poc¢etnih 500+9 mg NH4-N/L iznosi od
32,840,2 mg NHs-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
odredeno je povecanje brzine nitrifikacije s povecanjem koncentracije NHs-N (Tablice 8 i 9).
Tijek procesa nitrifikacije prati istovremeno nakupljanje i NO2-N 1 NO3-N 1 daljnju oksidaciju
NO2-N do NO3-N (Slika 14). Povecanje pocetne koncentracije NH4-N biljezi vise nakupljanje
NO2-N koji se prevodi u NO3-N. Nakupljeni NO2-N je ¢inio oko 16% od pocetne vrijednosti
500+14 mg NH4-N/L pri pH 7,2+0,2, odnosno oko 19% od pocetne vrijednosti 500+9 mg NHs-
N/L pri pH 8,0+0,1 kao i1 oko 20% od pocetne vrijednosti 200+9 mg NH4-N/L pri pH 7,2+0,2
(Slika 14).

U literaturi je istaknuto da je najvazniji parametar akumulacije NO2-N omjer amonijaka i kisika
1 da se znacajno akumulira NO2-N pri omjeru NH3/Oz < 5 [233]. Omjer NH3/O2 nije bio
ogranicavajuci ¢cimbenik u pokusima nitrifikacije u ovoj disertaciji (Tablice 8 i1 9, Slika 14).
Rezultati uobicajenih promjena tijekom procesa nitrifikacije, a koje su odraz mikrobnih reakcija
nitritacije 1 nitratacije za odabrani pokus sa 200+9 mg NH4-N/L, pri pH 7,240,2, pri DO>2mg/L
sa 1,5 g MLSS/L, pokazuju da su tijekom oksidacije NH4-N akumulirani NO>-N i NO3-N,
oksidacija je provedena tijekom 10 sati, uz maksimalno nakupljanje 36,6 mg NO>-N/L i

daljnjom provedbom procesa u aerobnim uvjetima NO»-N je preveden u NOs3-N/L (Slika 14).
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Tijekom oksidacije NH4-N i nakupljanja NO2-N 1 NOs-N snizavala se pH vrijednosti i bilo je
potrebno Ciniti korekciju pH vrijednosti na odabrani pH. Nije bilo potrebno provoditi korekciju
pH u procesu nitratacije, oksidacije NO2-N u NOs3-N.

U profilu otopljenog kisika lako se moze prepoznati kada je zavrSena oksidacija NH4-N,
prepoznaje se u profilu DO «kisikov lakat» - tocka naglog porasta vrijednosti DO (Slika 14),
buduéi je veca potreba na kisiku tijekom procesa oksidacije NHs-N za aktivnost AOB vrsta,
dok se oksidacija NO>-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 zavrSetku oksidacije NH4-N koncentracija otopljenog kisika je naglo porasla na 3,2
mg/L i pri tome se zbivala nitratacija, daljnja oksidacija preostalih NO>-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 NOs3-N 1,14 mg O2/mg NO2-N [2,26].

Koncentracija slobodnog amonijaka, NH3-N bila je najveéa na pocetku pokusa i iznosila je 1,7
mg NH3-N/L a kroz proces oksidacije NH4-N smanjivala se i koncentracija NH3-N 1 bila je
ispod inhibitornog praga vrijednosti [236]. Akumulaciju NO2-N pratila je akumulacija HNO»-
N, koja je porasla s pocetnih 0 pg/L na maksimalnih 7,1 pg/L u trenutku maksimalne
koncentracije NO>-N od 36,6 mgNO>-N/L u 10. satu, a nakon toga se smanjivala kao i
koncentracija NO2-N. HNO>-N nije uzrokovala inhibiciju procesa, jer nije bila u rasponu
koncentracija za koje se u literaturi navodi da ima inhibicijski u€inak [236]. IstraZivanja 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 pocetku, 1,0 mgFA/L nakon 30 minuta, 0,8 mg
FA/L nakon sat vremena) 1 pri koncentraciji slobodne nitritne kiseline manjoj od 0,2-2,8 mg/L,
a pri koncentraciji slobodne nitritne kiseline ve¢oj od 0,2-2,8 mg/L inhibirani su samo NOB
[236]. Pri pH >8,0 inhibitor procesa nitrifikacije je slobodni amonijak, za niZe koncentracije
slobodnog amonijaka u odnosu na HNO: inhbiraju se nitrifikanti, a pri pH<7,5 glavni inhibitor
je HNO». Za provodenje procesa nitrifikacije vazno je da koncentracija slobodnog amonijaka

bude ispod 1 mg/L [236].

5.1.2. Nitrifikacija u ovisnosti o pH
Na proces nitrifikacije pH ima snazan ucinak jer utjece na brzinu rasta bakterija i modificira
kiselo-bazne ravnoteze NO,/HNO; i NH4"/NH3 i time utjeCe na dostupnost supstrata za AOB
1 NOB [2,3]. U literaturi je istaknuto da je brzina nitrifikacije konstantna pri rasponu pH 7,2-
8,0 [2,26]. U istrazenim pokusima nitrifikacije pri pH 7,240,2 (Tablica 8) 1 pH 8,0+0,1 (Tablica
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9) u¢inak pH na brzinu oksidacije NHs-N i nitrifikacije prepoznaje se na nacin da visi odabrani
pH rezultira ve¢om brzinom oksidacije NH4-N i ve¢om brzinom nitrifikacije (Tablice 8 i 9).

Odabrane i istrazene vrijednosti pH nisu imale ograni¢avajuci ¢imbenik na proces nitrifikacije.

5.1.3. Koli¢ina mikrobne biomase u funkciji u¢inkovitosti nitrifikacije

Nitrifikacija do 500 mg NH4-N/L istrazena je pri koncentraciji mikrobne biomase 1,5+0,3 g
MLSS/L, 2,8+0,2 ¢ 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
odredivanja ucinka koncentracije mikrobne biomase na brzinu uklanjanja N kao i odredivanja
1 dokazivanja aktivnost nitrificiraju¢ih vrsta, AOB i NOB. Odabrane pH vrijednosti, pH 7,2+0,2
1 pH 8,0+0,1 nisu imale inhibirajuci - ograni¢avaju¢i uc¢inak na aktivnost nitrificirajucih vrsta.
Poveéanjem koncentracije mikrobne biomase povecavala se brzina oksidacije NH4-N, brzina
nitrifikacije kao i specifi¢na brzina nitrifikacije, neovisno o pocetnoj koncentraciji NH4-N pri
odabranim/istrazenim vrijednostima pH (Tablice 8 1 9). Brzina oksidacije NHs-N pri pH
7,2+0,2 za istrazenih pocetnih 100+5 mg NH4-N/L 1 500+14 mg NH4-N/L povecala se od
17,9+£0,5 mg NH4-N/Lh do 31,0+0,3 mg NHs-N/Lh (pri 1,5+0,3 g MLSS/L), pri 2,8+0,2 g
MLSS/L od 30,4+0,4 mg NHs-N/Lh do 38,5+0,6 mg NH4-N/Lh, odnosno pri 4,2+0,2 g
MLSS/L povecala se od 38,4+1,1 mg NH4-N/Lh do 54,2+0,7 mg NH4-N/Lh (Tablica 8).
Povecanje brzine oksidacije NH4-N pri pH 8,0+0,1 za istrazenih pocetnih 100+7 mg NH4-N/L
i 500+£9 mg NHs-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 30,94+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 povecéanje od 42,1+1,0 mg NH4-N/Lh do
59,940,6 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
pocetnih 100+5 mg NH4-N/L i 22,6+0,7 mg N/Lh pri pocetnih 500+14 mg NH4-N/L, kao i
15,2+0,5 mg N/Lh pri pocetnih 100+5 mg NH4-N/L 1 27,9+0,6 mg N/Lh pri pocetnih 500+14
mg NHy-N/L s 2,840,2 g MLSS/L, odnosno s 4,2+0,2 g MLSS/L od 21,7+0,4 mg N/Lh pri
pocetnih 10045 mg NH4-N/L 1 32,9+0,9 mg N/Lh pri pocetnih 500+14 mg NHs-N/L (Tablica
8). Odredene su brzine nitrifikacije pri pH 8,0+0,1 od 11,5+0,4 mg N/Lh pri poc¢etnih 100+7
mg NH4-N/L 1 25,0+0,2 mg N/Lh pri pocetnih 500+9 mg NH4-N/L s 1,4+0,2 g MLSS/L, kao 1
20,0+0,5 mg N/Lh pri pocetnih 100+7 mg NH4-N/L 1 30,3+0,3 mg N/Lh pri pocetnih 500+9
mg NH4-N/L s 2,6+0,3 g MLSS/L, odnosno 29,4+0,7 mg N/Lh pri pocetnih 100+7 mg NHs-
N/L 140,7+0,4 mg N/Lh pri pocetnih 5009 mg NH4-N/L s 3,9+0,3 g MLSS/L (Tablica 9).
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Izracunata specificna brzina nitrifikacije takoder se povecavala s poveéanjem koncentracije
mikrobne biomase za sve istrazene pocetne koncentracije NH4-N (Tablice 8 1 9).

U procesu nitrifikacije profili pH 1 DO su uobicajeni za proces nitrifikacije. U tocki potpune
oksidacije NHs-N biljezi se najveca koli¢ina nakupljenog NO>-N, kao i tocka porasta DO.
Nakon zavrSetka oksidacije NHs-N, koncentracija otopljenog kisika je naglo porasla i pri tome
se odvijala daljnja oksidacija akumuliranih NO2-N do NOs-N (Slika 14). U pokusima je

opazeno da je utroSak kisika proporcionalan koli¢ini mikrobne biomase.

5.2.  Ucinkovitost parcijalne nitrifikacije
Otpadne vode niskog omjera KPK/N, poput otpadnih voda grada, zahtijevaju dodatak vanjskog
izvora ugljika za ucinkovito uklanjanje N Sto znacajno povecava operativne troSkove.
Parcijalna nitrifikacija (PN) i potom denitrifikacija, nitritacija-denitritacija, je alternativa u
rjeSenju takvih izazova buduéi 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. Takoder, u procesu nitritacije-denitritacije manja je produkcija mulja Sto
doprinosi i ustedi pri rukovanju muljem, odlaganju/zbrinjavanju mulja [237-239].
Dusik u otpadnoj vodi predstavlja ozbiljan ekoloski problem i izazov za prijemne vode, zbog
toksicnog ucinka 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 uspjeSnu implementaciju,
ukljuc¢ujuéi kontrolu pH, DO, temperature 1 SRT/HRT, s ciljem suzbijanja rasta NOB i
promicanja rasta AOB. Opcenito, zabiljeZzeno je da temperatura 3040 °C, pH 7-8, DO
<0,5 mg/L 1 HRT/SRT =1 dan suzbijaju rast NOB [241].
Pri 5-20 °C brze rastu NO>-N oksidirajuce vrste od NH4-N oksidiraju¢ih vrsta Sto ide u prilog
produkciji NO3-N [183], dok temperature 30-40 °C promicu aktivnost AOB a susprezu
aktivnost NOB. Aktivnost NOB ograni¢avaju i visoke koncentracije NHs" i NOy™ jer se
su za NOB u sporedbi s AOB [236,242]. Inhibitorne koncentracije FA i FNA za NOB su 0,10-
1,00 mg/L 1 0,011-0,070 mg/L, dok je za AOB 10,00-150,00 mg/L odnosno oko 0,40 mg/L
[236,243].
Cimbenici koji su povoljni za proces parcijalne nitrifikacije su pH>8,0 i koncentracija DO <2
mg/L [244-246]. Koeficijenti zasiCenja kisikom za proces nitritacije i1 nitratacije iznose 0,3

mg/L, odnosno 1,1 mg/L, te se odrzavanjem niske koncentracije otopljenog kisika mogu postici
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uvjeti povoljni za akumulaciju nitrita [247]. Kontroliranjem odredenih kriti¢nih varijabli
procesa nitrifikacije poput DO, pH, brzine opterecenja duSikom (NLR) ili koncentracije
supstrata i inhibitora procesa moguce je posti¢i nitritaciju.

U istrazivanju parcijalne nitrifikacije pocetne koncentracije 301 mg NH4-N/L, 50+3 mg NHs-
N/L 1 100+£5 mg NHs-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 uocava se da s
porastom koncentracije NH4-N raste brzina uklanjanja NHs-N za obje istrazene pocetne
koncentracije mikrobne biomase (Tablice 9-15). Takoder, zabiljezena je izrazena aktivnost
AOB vrsta u provodenju nitritacije, te je prosjecno postignuto od 58-68% prevodenje NHs-N u
NO:2-N, odnosno znatno je manje zabiljezeno nakupljanje NO3-N (prosje¢no oko 25-32%)
(Tablice 9-15).

Biolosko uklanjanje duSika putem parcijalne nitrifikacije od velikog je interesa jer je ekonomski

isplativiji proces u odnosu na konvencionalne procese nitrifikacije i denitrifikacije.

5.3.  Ucinkovitost istovremene nitrifikacije 1 denitrifikacije

U obradi otpadnih voda odabir i optimizacija bioprocesa izazovan je zadatak za istrazivace,
znanstvenike i inZenjere, posebice za provedbu procesa uklanjanja N iz otpadnih voda s niskim
udjelom organskih sastojaka (KPK) i visokim udjelom dusSika. Uobicajeno se uklanjanje dusika
u tradicionalnim sustavima za obradu otpadnih voda postize ili u viSe faza obrade pri razlicitim
koncentracijama DO, ili primjenom naizmjeni¢nih aerobnih i anoksi¢nih uvjeta u istom
reaktoru [2,181,215].

Istovremena nitrifikacija 1 denitrifikacija (SND) prvi put je opisana kada je zapaZen gubitak
dusika iz sustava za obradu otpadne vode a zbiva se kada se nitrifikacija i denitrifikacija
provode u isto vrijeme u istom reaktoru. Poznata je 1 pod nazivom aerobna denitrifikacija. U
istovremenoj nitrifikaciji 1 denitrifikaciji koncentracija kisika odrZava se u stalno kontroliranim
uvjetima u istom reaktoru, u vremenu i prostoru, kako bi se postigla aktivnost heterotrofne
nitrifikacije 1 aerobne denitrifikacije [2].

Heterotrofni nitrifikanti imaju brojne prednosti u odnosu na autotrofne nitrifikante, poput: brzi
rast 1 odrzavanje aktivne biomase tijekom procesa obrade, sposobnost iskoriStavanja Sirokog
raspona supstrata, bolja tolerancija na niske temperature, nizi kapacitet puferiranja zbog
luZznatosti proizvedene tijekom denitrifikacije koja djelomi¢no nadoknaduje luZnatost
potrosenu u nitrifikaciji 1 ¢ime se dodatno rjeSava problem dodatnih troSkova za podeSavanje

pH, u efluentu procesa SND nisu prisutni NO2-N 1 NO3-N zbog istovremene heterotrofne
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nitrifikacije 1 aerobne denitrifikacije, te opcenito jednostavnost postupka koji rezultira
uklanjanjem amonijaka i organskih tvari u kra¢em vremenu [26,181,215,216].

Obrada otpadnih voda kao zahtijevan dinamicki proces ovisi i 0 operativnim ¢imbenicima i o
sastavu 1 strukturi mikrobne zajednice. U dosadasnjim istrazivanjima procesa SND istrazena je
1 istaknuta uloga brojnih ¢imbenika, poput: izvor ugljika, omjer C/N, temperatura, osjetljivost
procesa s obzirom na DO, akumulacija nitrita, veli¢ina flokula i drugo [178,215,248]. Proces
SND karakteriziran je gradijentom DO u mikrobnoj flokuli [178,249,250], pri ¢emu se u
mikrobnoj zajednici flokule kreiraju mikro-okolisni 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 anoksi¢noj zoni u uvjetima <0,5 mg DO/L, koji osiguravaju
istovremenu nitrifikaciju 1 denitrifikaciju [251].

Istovremena nitrifikacija i1 denitrifikacija podrazumijeva da se nitrifikacija i denitrifikacija
provode istovremeno u identi¢nim operativnim-procesnim uvjetima [252]. Na sustavima za
obradu otpadnih voda uklanjanje duSika putem SND nije uobicajeno, unato¢ brojnim
prednostima SND u odnosu na konvencionalne procese uklanjanja dusika, iz razloga Sto se
proces SND smatra nepredvidljivim [253]. Brojni ¢imbenici utje€u na proces SND:
koncentracija otopljenog kisika, temperatura, omjer C/N, izvor ugljika, pH, vrijeme
zadrzavanja mulja (SRT) i veli¢ina i struktura flokula. Zbog gradijenta kisika u mikrobnim
flokulama odnosno ogranicenja difuzije stvaraju se anoksi¢ne zone unutar flokula koje
osiguravaju uvjete istovremene nitrifikacije 1 denitrifikacije. Pri tome, u unutrasnjosti 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 1 niZi omjer
C/N sve dok su spojevi sa ugljikom dostupni za denitrificirajue bakterije. Koncentracija DO
od 0,1-1,0 mg/L se mora odrZavati na odgovarajucoj razini u SND reaktoru zbog postizanja
ravnoteZze izmedu procesa nitrifikacije 1 denitrifikacije. Ipak, u konvencionalnom procesu
aktivnog mulja smanjenje koncentracije otopljenog kisika do tih razina koncentracije nije
pozeljno jer potice filamentozni rast 1 naruSava stabilnost procesa [156,255].

U procesu SND procesi nitrifikacije i denitrifikacije se zbivaju pri manjim brzinama, ali uz
odgovarajuce hidraulicko vrijeme zadrzavanja (HRT) i zadrzavanje mulja (SRT) moguce je
posti¢i znacajno cjelokupno uklanjanje dusika [2]. Operativni ¢imbenici koji su povoljni za
SND su: pH neutralne do slabo luznate vrijednosti, temperatura u rasponu 20-30 °C, izvor
ugljika kao jedan od glavnih limitiraju¢ih ¢imbenika nitrifikacije/denitrifikacije koji rezultira
niskim uklanjanjem N uz neodgovarajuci izvor ugljika, omjer C/N, a kao optimalni omjer C/N

se navodi izmedu 2 do >15 [99], 1 DO za kojeg se navode razliCiti rasponi
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[149,150,152,155,158]. U istrazivanju uloge omjera C/N u ravnotezi dusika i rastu bakterija
utvrdeno je da se metaboli¢ka podjela izmedu asimilacije i1 disanja dogodila tijekom aerobne
denitrifikacije zajedno s povec¢anim omjerom C/N, a omjer C/N 5-7,5 mogao bi biti podrucje
preokreta [256].

Na sustavima za obradu otpadne vode influent obi¢no sadrzi organske sastojke koji mogu
posluziti za redukciju NO2-N i NO3-N, a za poboljSanje izvedbe procesa denitrifikacije
primjenjuje se dodavanje lako bioloski 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 postizu u istom reaktoru. Mikroorganizmi mogu
pohraniti unutar stanice organski supstrat i zatim ga koristiti kao izvor ugljika za heterotrofnu
nitrifikaciju 1 aerobnu denitrifikaciju [249]. Da bi se istaknuo znacaj procesa SND u obradi
otpadnih voda bitno je razumijevanje: (i) mehanizama ukljucenih u proces SND, (ii) ucinka
bioprocesnih ¢imbenika poput pH, DO, temperature, izvora ugljika, omjera C/N, primijenjenih
reaktora, (i) uloge strukture mikrobne zajednice i mikrookolisnih karakteristika u sustavu
uklanjanja N.

Rezultati istraZivanja procesa SND u kojima je istraZzena aktivnost heterotrofnih nitrifikanata -
aerobnih denitrifikanata u pokusima sa 40+5 mg NH4-N/L 1 80+2 mg NH4-N/L, uz organske
sastojke pri omjeru KPK/N 10 i 20 $to odgovara omjeru C/N 51 10 (Tablice 17, 18, 19120 i
Slike 15, 16, 17 1 18), pokazuju da uz acetat kao odabrani vanjski izvor ugljika dodan za
odabrani omjer C/N odnosno KPK/N brzina oksidacije NHs-N raste s povecanjem omjera
KPK/N (Tablice 17, 18, 191 20). Brzine oksidacije 40+5 mg NH4-N/L su iznosile 11,5 mg NHs-
N/Lh 1 11,7 mg NH4-N/Lh pri omjerima KPK/N 10 1 20 (Tablice 17 1 18), a za poc€etnih 80+2
mg NH4-N/L su iznosile 14,4 mg NH4-N/Lh odnosno 12,1 mg NH4-N/Lh (Tablice 19 i1 20).
Brzine oksidacije organskih sastojaka izrazenih kao KPK u tocki potpune oksidacije NH4-N, za
pocetnih 40+5 mg NH4-N/L pri KPK/N 10 1 20, su iznosile 168 mg KPK/Lh odnosno 267,2 mg
KPK/Lh. Za pocetnih 80+2 mg NH4-N/L za odabrane omjere KPK/N 10 1 20 brzine oksidacije
organskih sastojaka u tocki potpune oksidacije NH4-N su iznosile 201,8 mg KPK/Lh odnosno
264,9 mg KPK/Lh (Tablice 17, 18, 19 1 20).

U pokusima heterotrofne nitrifikacije-aerobne denitrifikacije oksidacijom NHs-N nije nastala
ekvivalentna koli¢ina NOx-N (NO2-N + NO3-N), a gubitak N je iznosio 77% pri KPK/N 10,
odnosno 81,8% pri omjeru KPK/N 20 za pocetnih 40+5 mg NH4-N/L (Tablice 17 1 18). U
pokusu s pocetnih 80+2 mg NH4-N/L postignuto je uklanjanje N od 72,2% pri KPK/N 10 1
77,4% pri KPK/N 20 (Tablice 19 i 20).
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Tijek procesa SND prikazan za odabrani pokus 4045 mg NH4-N/L pri omjeru KPK/N 10 (Slika
16) prati istovremena redukcija organskih sastojaka izrazenih kao KPK i NO2-N odnosno NOs-
N, Sto prati porast pH vrijednosti. Denitrifikacijom NOs3-N nastaje i nestaje NO>-N. Profil
otopljenog kisika u pokusu heterotrofne nitrifikacije-aerobne denitrifikacije (Slika 17) je odraz
mikrobnih reakcija, u kojima se biljezi intenzivni utroSak otopljenog kisika tijekom
istovremene oksidacije organskih sastojaka (KPK) i NH4-N. U profilu DO jasno se moze
prepoznati trenutak kada su organski sastojci (KPK) potpuno oksidirani jer je tada naglo porasla
koncentracija DO. Daljnjom oksidacijom preostalog NH4-N i nakupljenog NO>-N vrijednost
koncentracije DO se odrzavala ustaljenom, a u trenutku potpune oksidacije NH4-N otopljeni
kisik u profilu DO se prepoznaje kao tocka porasta DO. Profil pH tijekom heterotrofne
nitrifikacije-aerobne denitrifikacije (Slika 18) je isti u svim pokusima a odraZavao je promjene
tijekom mikrobnih reakcija. Na pocetku svakog pokusa nitrifikacije pH je porastao Sto je

povezano s oksidacijom organskih sastojaka (KPK).

5.4. Ucinkovitost denitrifikacije NO3-N u ovisnosti o omjeru KPK/N 1

koli¢ini mikrobne biomase
Proces denitrifikacije, poznat i kao disimilatorna redukcija nitrata, zbiva se u slijednim
koracima, pri anoksi¢nim uvjetima koji oznacavaju bioloski proces u kojem su NO3-N 1/ili NO»-
N akceptori elektrona, a donori elektrona se osiguravaju ili iz organskih sastojaka iz otpadne
vode ili kao dodani vanjski izvori ugljika ili unutarstani¢cno pohranjeni izvori ugljika
[2,10,26,257,258].

Slijed reakcija u mikrobnoj konverziji dusika prikazan je Slikom 46.

+5 +3 0 -3
oksidacijski stupanj dugika —p———1—4—4—1 1 L >
asimilacija NO; > NO, - [NOH]? - NO,OH - R-NH,
denitrifikacija NO; =2 NO, 2 N,O 2 N,

4
nitrifikacija NO; € NO, € [NOH]? € NO,OH €« NH,

Slika 46. Slijed reakcija u mikrobnoj konverziji dusika (preuzeto i prilagodeno [3])

Ucinak pocetne koncentracije nitrata, koli¢ine mikrobne biomase i raspoloZive koncentracije

organskih sastojaka kao donora elektrona (omjer KPK/N) na brzinu 1 ucinkovitost
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denitrifikacije istrazen je pri koncentracijama nitrata 30+4, 50+5 1 70+£5 mg NOs3-N/L, s 1,5+0,3
g MLSS/L 1 3,0+0,3 g MLSS/L, pri KPK/N 5, 101 20 (Slika 19).

Brzina denitrifikacije NO3-N povecava 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 pocetnih 30+4 mg NO3-N/L) na 11,6+0,7 mg NO3-N/Lh
(za pocetnih 70£5 mg NO3-N/L) pri omjeru KPK/N 10, odnosno s 9,7+0,5 mg NO3-N/Lh (za
pocetnih 30+4 mg NO3-N/L) na 13,3+0,4 mg NOs3-N/Lh (za pocetnih 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 povecanja brzine denitrifikacije s pove¢anjem pocetne koncentracije NO3-
N zabiljezen je i u pokusima s ve¢om koli¢inom 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 pocetnih 30+4 mg
NO3-N/L) na 17,8+0,6 mg NO3-N/Lh (za pocetnih 70+5 mg NO3-N/Lh) pri omjeru KPK/N 10,
odnosno pri omjeru KPK/N 20 brzina denitrifikacije se povecéala s 16+0,6 mg NO3-N/Lh (za
pocetnih 304 mg NO3-N/L) na 20,9+0,4 mg NO3-N/Lh (za pocetnih 70+5 mg NOs-N/L) (Slika
19). Brzina denitrifikacije NO3-N s 3,0+0,2 g MLSS/L je bila veca 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 koli¢ina raspolozivih organskih sastojaka je
limitiraju¢i ¢imbenik, nije bilo dostatno organskih sastojaka izrazenih kao KPK i s tom
raspolozivom koli¢inom organskih sastojaka ostvarena je oko 70% denitrifikacija NOs-N, te pri
KPK/N 5 nije izracunata brzina denitrifikacije (Slika 19).

Lee 1 sur. [59] su zabiljezili porast brzine denitrifikacije s nitratom kao akceptorom elektrona i
s natrijevim acetatom kao izvorom ugljika koja je rasla s porastom omjera C/N 1 iznosila: C/N
0 (59,0+0,0 pg N/g VSS,d) < C/N 2,57 (1379,0+0,0 pg N/g VSS,d) < C/N 1,28 (2186,0+143,8
pg N/g VSS,d) < C/N 12,85 (2345,0+680,6 ng N/g VSS,d) < C/N 5,14 (3017,0+44,7 ug N/g
VSS.d).

Brzina 1 ucinkovitost denitrifikacije ovise o koncentraciji nitrata i/ili nitrita, koncentraciji
funkcionalnih mikroorganizama kao 1 raspolozivom topljivom organskom ugljiku [259].
Razlike u kinetici denitrifikacije rezultat su neravnoteze izmedu raspolozive sveukupne
koli¢ine elektron donora i brzine potrosnje, pa se akumulacija intermedijera denitrifikacije
pripisuje kompeticiji za dostupne elektron donore izmedu Cetiri duSikove reduktaze. U uvjetima
kada je dovoljno elektron donora NO3-N se brze reducira od NOz-N, jer je brzina katalize NaR

veca 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 duSikom (Tablica 25).

Tablica 25. Grani¢ne vrijednosti emisija onecis¢ujucih tvari u otpadnim vodama za neke

odabrane pokazatelje [15]

Zabrana | Izrazeni | Jedinica Povrsinske Sustav javne
Pokazatelji | ispuStanja kao vode odvodnje
u
podzemne
vode

FIKIZALNO-KEMIJSKI POKAZATELJI

pH-vrijednost 6,5-9,0 6,5-9,5

Temperatura °C 30 40

ORGANSKI POKAZATELJI

BPK;s (0]} mg/L 25 sukladno ¢l. 5.
Pravilnika [15]

KPKc; 0, mg/L 125 sukladno ¢l. 5.
Pravilnika [15]

Ukupni

organski C mg/L 30 -

ugljik (TOC)

ANORGANSKI POKAZATELIJI

Ukupni fosfor P mg/L 2 (1 jezera) sukladno ¢l. 5.
Pravilnika [15]

Ortofosfati P mg/L 1 (0,5 jezera) -

Ukupni dusik N mg/L 15 sukladno ¢l. 5.
Pravilnika [15]

Amonijj 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 1
ucinkovitost denitrifikacije, sigurnost pohrane izvora ugljika, cijenu i koliinu proizvedenog
mulja [260], medutim, ukoliko se kao vanjski izvor ugljika dodaje kemikalija, poput primjerice
acetata, to predstavlja troSak procesa denitrifikacije, posebice na uredajima za biolosku obradu
otpadnih voda [257]. Grani¢ne vrijednosti emisija otpadnih voda koje se ispustaju u vode ili u
sustav javne odvodnje, utvrduju se dozvoljenim koncentracijama onecis¢ujucih tvari i/ili
opterecenjima u otpadnim vodama. Kod ispustanja proc¢is¢enih komunalnih otpadnih voda,
pored koncentracija oneciS¢ujucih tvari i/ili optere¢enja u otpadnim vodama, potrebno je

utvrditi 1 postotak smanjenja oneciS¢enja na uredaju za prociS¢avanje otpadnih voda [15].
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Koli¢ina utroSenih raspolozivih organskih sastojaka u ciljanim pokusima denitrifikacije
pocetnih koncentracija nitrata 30+4-70+5 mg NO3-N/L, izrazena je kao omjer utroSenih
organskih sastojaka izrazenih kao KPK za redukciju NO3-N i reduciranih NO3-N,
AKPK/ANO:s-N, a pozitivno korelira sa koli¢inom mikrobne biomase, kao i s povecanjem
omjera KPK/N (Slika 20). Tako je pri koncentraciji mikrobne biomase 1,5+0,3 g MLSS/L i
omjeru KPK/N 5 omjer AKPK/ANO3-N bio 3,7+0,4-3,9+0,6 (za ostvarenih 70%
denitrifikacije), a pri 3,0+0,3 g MLSS/L 1 omjeru KPK/N 5 omjer AKPK/ANOs-N iznosio je
6,9+0,7-7,240,5 (za ostvarenih 70% denitrifikacije) (Slika 20). Pri koncentraciji mikrobne
biomase 1,5+0,3 g MLSS/L i omjeru KPK/N 10 omjer AKPK/ANQO3-N bio je u uskom rasponu
vrijednosti, 4,1+0,7-4,2+0,5, a povecanje mikrobne biomase na 3,0+0,3 g MLSS/L pri omjeru
KPK/N 10 rezultiralo je porastom omjera AKPK/ANO3-N koji je bio u rasponu 5,9+0,4-
7,9+0,8, odnosno povecao se u prosjeku za oko 1,66 puta s povecanjem mikrobne biomase pri
KPK/N 10 (Slika 20). Daljnje poveéanje omjera KPK/N na 20, s 1,5+0,3 g MLSS/L je
rezultiralo omjerom AKPK/ANOs-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 AKPK/ANOs-N je bio u rasponu 9,4+1,1-12+0,6, §to je
povecanje u prosjeku za oko 1,37 puta s povecanjem mikrobne biomase pri KPK/N 20 (Slika
20). Poveéanje omjera KPK/N je rezultiralo povec¢anjem utroska organskih sastojaka izrazenih
kao KPK za denitrifikaciju NO3-N izrazeno omjerom AKPK/ANOs3-N, a taj omjer
AKPK/ANOs-N u pokusima s 1,5+0,3 g MLSS/L je ve¢i 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 AKPK/ANO3-N veéi je u
prosjeku za oko 1,56 puta pri KPK/N 20 u odnosnu na KPK/N 10 (Slika 20).
Povecanje koncentracije mikrobne biomase je dovelo do porasta utroska organskih sastojaka,
izrazeno preko omjera AKPK/ANO:s-N, jer veca koli¢ina mikrobne biomasa ima vecu potrebu
na organskim sastojcima, a mikroorganizmi u uvjetima obilja organskih sastojaka dio organskih
sastojaka utroSe za rast i odrzavanje mikrobnih stanica, dio za denitrifikaciju, a dio pospreme
kao unutarstani¢ne rezerve ugljika, primjerice u obliku PHA. Ako se acetat koristi kao izvor
ugljika, tada su polihidroksialkanoati u obliku polihidroksibutirata. Unutarstani¢ni poliesteri,
PHA, mogu biti donori elektrona u anaerobnim i aerobnim uvjetima [261]. PHA djeluje kao
kanal za unutarstani¢nu reducirajuu snagu i osigurava izvor ugljika za metabolicke
intermedijere da balansira pohranu 1 koriStenje ugljika 1 energije [262,263]. Kada se
mikroorganizmi nadu u stresnim uvjetima, poput primjerice u rezimu hranjenja obilje-
gladovanje (engl. feast-famine), mikroorganizmi u fazi obilja pohranjuju PHA, i zatim u fazi
gladovanja troSe unutarstanicne rezerve PHA. Ipak, endogena oksidacija PHA je sporija Sest
puta od oksidacije vanjskog izvora ugljika [263].
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Cilj bioloske denitrifikacije je redukcija NO3-N 1/ili NO2-N za ¢iju je uspjeSnu 1 ucinkovitu
provedbu potrebno osigurati odgovaraju¢u koli¢inu organskih sastojaka (KPK) odnosno
odgovarajucu koli¢inu elektron donora za redukciju NOx-N. U procesu uklanjanja dusika odvija
se kombinacija asimilacije i disimilacije duSika. Koristenje duSika zbog stani¢nog rasta
predstavlja asimilaciju dusSika, a nitrifikacija 1 denitrifikacija predstavljaju disimilaciju dusika.
Dovoljna koli¢ina dusika 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 dusSika za stani¢ni rast [264]. U literaturi se navode
razli¢ite vrijednosti potrebne koli¢ine organskih sastojaka za redukciju NOx-N, izrazeno kao
omjer KPK/N odnosno C/N. Tako Barth i sur. [265] navode potrebu od 4 g BPK po gramu
reduciranog NOs3’, dok Gerardi [26] navodi da je za redukciju nitrata 1 nitrita potreban omjer
KPK/N 3. Lee i sur. [266] su postigli potpunu denitrifikaciju s natrijevim acetatom kao izvorom
ugljika s pocetnom 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 1 2,57 nisu bili dovoljni za potpunu denitrifikaciju. Potpuna
denitrifikacija, bez uzimanja u obzir rasta mikroorganizama, zahtijeva 2,853 g KPKpna/g N za
hidroksibutirat, 1 2,855 g KPKpna/g N za hidroksivalerat [263]. Santorio i sur. [263] navode da
je u Sarznim pokusima koji su optimizirani za odredivanje specifi¢ne denitrificirajuce aktivnosti
mulja sa unutarstani¢nim 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 KPKpua/N veci od 5,4. Autori isti€u da ukoliko je koncentracija PHA u biomasi manja
od 5%, mikroorganizmi nece koristiti PHA za denitrifikaciju nego ¢e sacuvati PHA kao izvor
ugljika.

Kao izvor elektrona za denitrifikaciju, izvor C, uporabljen je natrijev acetat, dodan u
odgovarajucoj koli¢ini za odabrani pocetni omjer KPK/N odnosno C/N, prema pocetnoj
vrijednosti nitrita odnosno nitrata. Stvarna vrijednost potrebne koli¢ine organskih sastojaka
izrazenih kao KPK za redukciju NOx-N izrazeno kao omjer KPK/NOx-N ovisi o vrsti elektron
donora uporabljenog za denitrifikaciju i operativnim ¢imbenicima [26,41].

Istrazeni omjeri KPK/N 10 i 20 su osigurali dovoljnu koli¢inu organskih sastojaka za potpunu
denitrifikaciju 30+4, 50+5 1 70+5 mg NOs-N/L, pri 1,5+0,3 1 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 1 20 je preostalo organskih sastojaka nakon potpune denitrifikacije i
tako obradena otpadna voda zahtijeva dodatni stupanj obrade. U svim pokusima koji su vodeni
pri omjeru KPK/N 20 je preostalo znatno viSe organskih sastojaka u vodi nakon zavrSene

denitrifikacije u odnosu na pokuse koji su vodeni pri omjeru KPK/N 10. U pokusima pri omjeru
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KPK/N 5 utroSeni su svi organski sastojci, nedostatni su i ¢ine ograni¢avajuci ¢imbenik 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, 1 s porastom omjera KPK/N (Slika 22). Pri omjeru
KPK/N 101 1,5+0,3 g MLSS/L brzina oksidacije organskih sastojaka izrazenih kao KPK rasla
je s 44,0+4,3 mg KPK/Lh (za pocetnih 304 mg NOs3-N/L) na 59,2+5,1 mg KPK/Lh (za
pocetnih 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 pocetnih 304 mg NO3-N/L) na 126+18,7 mg KPK/Lh (za pocetnih 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
pocetnih 30+4 mg NO3-N/L) na 163,6+21,6 mg KPK/Lh (za pocetnih 70+5 mg NO3-N/L), i pri
3,0+0,3 g MLSS/L 1 KPK/N 20 brzina oksidacije organskih sastojaka izraZzenih kao KPK je
porasla s 226,5+23.4 mg KPK/Lh (za pocetnih 304 mg NO3-N/L) na 438+28,6 mg KPK/Lh
(za pocetnih 70+£5 mg NO3-N/L). Pri omjeru KPK/N 51 1,5+0,3 g MLSS/L brzina oksidacije
organskih sastojaka (KPK) rasla je sa 39+2,1 mg KPK/Lh (za poc¢etnih 30+4 mg NO3-N/L) na
51£2,8 mg KPK/Lh (za pocetnih 70+5 mg NO3-N/L) (Slika 22).
Ucinkovitost uklanjanja organskih sastojaka (KPK) je takoder 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 u¢inkovitost 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 NOs3-N/L. Sli¢na ucinkovitost uklanjanja organskih
sastojaka (KPK) u rasponu 35,6+0,9-43,3+1,2% je zabiljezena s 1,5+0,3 g MLSS/L pri omjeru
KPK/N 20 za koncentracije nitrata 30+4-70+5 mg NOs-N/L (Slika 23). Pri koncentraciji
mikrobne biomase 3,0+0,3 g MLSS/L i omjeru KPK/N 10 postignuta je u¢inkovitost 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 ucinkovitost uklanjanja organskih sastojaka iznosila je 44+1,3-61,8+0,9%.
Ucinkovitost uklanjanja organskih sastojaka pri omjeru KPK/N 5 pri obje vrijednosti mikrobne
biomase je bila 100% (Slika 23).
Natrijev acetat je jedan od najces¢e koriStenih izvora ugljika za denitrifikaciju jer je
niskomolekularni spoj s kojim se postizu viSe brzine denitrifikacije u odnosu na druge izvore
ugljika poput primjerice etanola i glicerola, ali njegov nedostatak je to Sto ukoliko se doda u
prekomjernoj koncentraciji, acetat ¢ini organsko opterecenje 1 narusSava kvalitetu efluenta [82,
267-269]. Acetat tvori acetil Co-A koji se moze izravno, bez modifikacija, koristiti u
denitrifikaciji jer je acetil Co-A esencijalni dio 1 ciklusa trikarboksilne kiseline 1 glikolitickog
puta [222].
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Varijacije koncentracije organskih sastojaka izraZzenih kao KPK, NO;-N, NO:-N, FNA,
temperature, pH i DO su prikazane za pokus 70+5 mg NO3-N/L pri omjeru KPK/N 101 1,5+0,3
g MLSS/L (Slika 24). Denitrifikanti su ujednaceno trosili organske sastojke (KPK) kao donore
elektrona za redukciju nitrata i nitrita, i nakon potpune redukcije nitrata i nitrita, u obradenoj
vodi preostalo je organskih sastojaka. Nitrati su takoder ujednaCeno 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 doslo je do nakupljanja nitrita od 13+2,1 mg NO>-N/L u 3. satu pokusa, koji su
se potpuno reducirali do kraja pokusa. Maksimalna koncentracija slobodne nitritne kiseline od
1x10*+£2x10° mg FNA/L je zabiljeZena u 2. satu pokusa i nakon toga se smanjivala.
Koncentracija FNA ovisi o koncentraciji nitrita, vrijednosti pH i temperaturi. Sto je vrijednost
pH visa, to je niza koncentracija FNA, a §to je viSa koncentracija nitrita, to je viSa koncentracija
FNA. Kako se tijekom procesa denitrifikacije obnavlja puferski kapacitet tekucine i kako dolazi
do rasta vrijednosti pH to utjeCe na pad koncentracije FNA. Moguée je da bi brzina
denitrifikacije bila visa da je bila niza koncentracija FNA. Koncentracija otopljenog kisika je
bila povoljna za proces denitrifikacije, iznosila je <0,4 mg DO/L, pa nije doSlo do inhibicije
reduktaza ukljuc¢enih u proces denitrifikacije. Vrijednost pH je rasla s pocetnih 7,2+0,1 na
maksimalnih 8,84+0,3 nakon 4 i pol sata pokusa i onda se lagano smanjila (Slika 24).

U denitrifikacijskom transportnom lancu elektrona, NO3-N 1 intermedijeri denitrifikacije sluze
kao akceptori elektrona i utjeu na uc¢inkovitost denitrifikacije i ekspresiju i aktivnost pojedinih
reduktaza. Lee 1 sur. [59] nisu zabiljezili 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 dusikove okside.
NO:-N ovisno o koncentraciji odreduje aktivnost NaR 1 NiR ¢ime izravno utjece na izvedbu
denitrifikacije [270,271]. Akumulacija NO2-N rezultat je kompeticije izmedu NaR 1 NiR za
elektrone koji nastaju oksidacijom donora elektrona [272]. Kisik kontrolira sintezu 1 aktivnost
sva Cetiri denitrificiraju¢a enzima, a medu njima najosjetljiviji je diduSikov oksid reduktaza
kojeg inhibira <2 mg DO/L [102]. U uvjetima bez otopljenog kisika ili pri limitirajué¢im
vrijednostima koncentracije otopljenog kisika u elektron transportnom respiratornom lancu
inducira se enzim nitrat reduktaza koja pomaze pri prijenosu vodika i elektrona do NOs-N kao
konac¢nog akceptora elektrona [43]. Kako je brzina redukcije nitrita niza od brzine redukcije
nitrata, redukcija nitrita do NO predstavlja ograni¢avajuci korak brzine denitrifikacije, koji
¢esto dovodi do nakupljanja nitrita [272]. Na nakupljanje nitrita tijekom procesa denitrifikacije

utjecu omjer C/N, vrijednost pH, mikrobioloski sastav 1 aktivnost aktivnog mulja, izvor ugljika
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[24,96,270,273,274] 1 pocetna koncentracija nitrata [24,93,275]. Na razini genoma
denitrificiraju¢ih bakterija djeluje regulacija supstratom (nitratom) te regulacija produktom
(nitritom 1 NO), u svrhu izjednaCavanja unutarnje koncentracije citotoksi¢nih spojeva — NO i
nitrita [50]. Na razni metabolizma denitrificiraju¢ih bakterija kompeticija izmedu reduktaza
moze dovesti do nakupljanja N>O ili nitrita i transporteri elektrona mogu transferirati elektrone

radije jednoj reduktazi nego drugoj [141].

5.5. Ucinkovitost denitrifikacije NO>-N u ovisnosti o omjeru KPK/N 1

koli¢ini mikrobne biomase
Denitrifikacija koja zapocinje redukcijom nitrita (denitritacija) je povoljnija od denitrifikacije
koja zapocinje redukcijom nitrata (denitratacija) zato Sto se na taj nacin osiguravaju nizi
kapitalni troskovi, potrebna koli¢ina donora elektrona (organskih sastojaka) je 40% niza, 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 povecava se s porastom koncentracije mikrobne biomase 1 s
porastom koncentracije nitrita, kao i s pove¢anjem udjela raspoloZive koncentracije organskih
sastojaka (s porastom omjera KPK/N). Porast koncentracije nitrita od 305 do 70+£2 mg NO»-
N/L pri 1,5+0,2 g MLSS/L 1 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 NO>-N/Lh. Pri istoj koncentraciji mikrobne biomase,
1,5+0,2 g MLSS/L, ali pri dvostruko viSoj koncentraciji organskih sastojaka, omjeru KPK/N
20 porast brzine denitrifikacije je bio sliCan, porastao je s 9,7+0,8 mg NO-N/Lh (za pocetnih
3045 mg NO»-N/L) na 15,5+1,2 mg NO»-N/Lh (za poc¢etnih 70+2 mg NO>-N/L) (Slika 25).
Brzina denitrifikacija s 3,0+0,2 g MLSS/L 1 pri omjeru KPK/N 10 je bila 20,7+0,9 mg NO»-
N/Lh pri pocetnih 30+5 mg NO2-N/L 127,6+0,5 mg NO2-N/Lh pri pocetnih 70+2 mg NO2-N/L.
Povecanje omjera KPK/N na 20 s 3,0+0,2 g MLSS/L je rezultiralo najve¢om brzinom
denitrifikacije, koja je porasla s 21,3+0,7 mg NO>-N/Lh pri pocetnih 30+5 mg NO>-N/L na
36,5+0,6 mg NO>-N/Lh pri pocetnih 70+2 mg NO>N/L (Slika 25).
Pri omjeru KPK/N 51 1,5+£0,2 g MLSS/L brzina denitrifikacije je porasla s 8,8+0,4 mg NO»-
N/Lh (za pocetnih 30+5 mg NO2-N/L) na 9,9+0,5 mg NO>-N/Lh (za pocetnih 70+2 mg NO»-
N/L), a pri 3,0+£0,2 g MLSS/L brzina denitrifikacije pri KPK/N 5 je porasla s 19,5+1 mg NO»-
N/Lh (za pocetnih 30+£5 mg NO>-N/L) na 25+1 mg NO-N/Lh (za pocetnih 70+2 mg NO>-N/L)
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(Slika 25). Brzina denitrifikacije NO>-N s 3,0+0,2 g MLSS/L je bila vec¢a 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 veca za oko 1,5 puta (Slika
25).

U pokusima denitrifikacije preko nitrita s acetatom kao izvorom ugljika nakon 12 dana pokusa
zabiljezen je porast brzine denitrifikacije s 10 mg NO2-N/Lh na 275,35 mg NO>-N/Lh, i u tom
periodu je smanjen omjer KPK/N sa 7,9 na 2,7 [145]. Autori istiCu povezanost koncentracije
nitrita i brzine denitrifikacije nitrita — $to je veca brzina denitrifikacije nitrita visa 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].

Koli¢ina utroSenih organskih sastojaka (KPK) za redukciju NO»-N, izrazeno kao omjer
AKPK/ANO»>-N, je bila unutar uskog raspona vrijednosti za pokuse vodene pri istoj
koncentraciji mikrobne biomase i pri istom omjeru KPK/N bez obzira na povecanje
koncentracije NO2-N (Slika 26). Omjer AKPK/ANO:>-N je rastao kako slijedi: AKPK/ANO>-N
2,740,2-2,9+0,5 pri KPK/N 5 i 1,540,2 g MLSS/L < AKPK/ANO>-N 3,1+0,3-3,2+0,2 pri
KPK/N 10 i 1,5+0,2 g MLSS/L < AKPK/ANO>-N 4,8+0,5-5+0,3 pri KPK/N 5 i 3,0+0,2 g
MLSS/L < AKPK/ANO2-N 5,4+0,4-5,640,2 pri KPK/N 101 3,0+0,2 g MLSS/L < AKPK/ANO>-
N 6,3%0,8-7+0,6 pri 1,5+0,2 g MLSS/L i omjeru KPK/N 20 < AKPK/ANO:>-N 9,4+0,7-12+0,5
pri 3,0+£0,2 ¢ MLSS/L i KPK/N 20 (Slika 26).

Povecanje omjera KPK/N s 10 na 20 pri 1,5+0,2 g MLSS/L je dovelo do oko dvostrukog
povecanja omjera AKPK/ANO»-N, a isti trend je zabiljezen i pri 3,0+0,2 g MLSS/L. Povec¢anje
koncentracije mikrobne biomase s 1,5+0,2 na 3,0+0,2 g MLSS/L pri omjeru KPK/N 10 je
dovelo do pove¢anja omjera AKPK/ANO:-N u prosjeku za oko 1,78 puta, odnosno u prosjeku
za oko 1,59 puta pri omjeru KPK/N 20 (Slika 26). Omjer AKPK/ANO>-N (Slika 26) je u
prosjeku oko 1,3 puta manji od omjera AKPK/ANO3-N (Slika 20).

Pri omjeru KPK/N 5, 10 1 20 raspoloZivi organski sastojci kao donori elektrona osigurali su
potpunu denitrifikaciju 30£5, 50+5 1 70£2 mg NO>-N/L pri koncentraciji mikrobne biomase
1,5+0,2 g MLSS/L 1 3,0+0,2 g MLSS/L. Kako se denitrifikacijom preko nitrita ostvaruje usteda
na potrebnim organskim sastojcima, jer je izostavljen prvi korak denitrifikacije, redukcija
nitrata do nitrita, tako je u obradenoj vodi nakon potpune denitrifikacije preostajalo organskih
sastojaka, 1 to u koncentraciji koja je bila viSa od maksimalno dopustene vrijednosti za ispust u

povrsinske vode [15]. Koli¢ina organskih sastojaka, dodana u suvisku, koja je preostala nakon
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potpune denitrifikacije nitrita je bila viSa nego u pokusima s nitratom kao akceptorom elektrona.
Pri omjeru KPK/N 5 svi organski sastojci su bili uklonjeni/iskoriSteni u denitrifikaciji NO2-N.
Preveliki omjer C/N dovodi do ogranicenja porasta brzine denitrifikacije [64], a takoder pri
nedovoljnom omjeru C/N protok elektrona nije dovoljan za potrebe energije za stani¢ni rast te
dolazi do narusenog stani¢nog rasta i denitrifikacije.

Na brzinu oksidacije organskih sastojaka (KPK) povoljno je djelovao porast koncentracije
nitrita, tako je pri omjeru KPK/N 101 1,540,2 g MLSS/L brzina oksidacije organskih sastojaka
porasla s 3011 mg KPK/Lh (za pocetnih 30+5 mg NO>-N/L) na 36,2+12 mg KPK/Lh (za
pocetnih 70+2 mg NO>-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 po¢etnih 30+5 mg NO>-N/L) na 97,317
mg KPK/Lh (70+2 mg NO>-N/L). NeSto niza brzina oksidacije organskih sastojaka je
zabiljezena pri omjeru KPK/N 201 1,5+0,2 g MLSS/L, koja je porasla s 61+14 mg KPK/Lh (za
pocetnih 30+£5 mg NO2-N/L) na 92,9413 mg KPK/Lh (za pocetnih 70+£2 mg NO»-N/L). Najvisa
brzina oksidacije organskih sastojaka zabiljezena je pri omjeru KPK/N 201 3,0+0,2 g MLSS/L,
kojaje poraslas 123421 mg KPK/Lh (za pocetnih 30+5 mg NO2-N/L) na 185,7+18 mg KPK/Lh
(za pocetnih 70+2 mg NO>-N/L) (Slika 27). Pri omjeru KPK/N 5 i 1,5+0,2 ¢ MLSS/L brzina
oksidacije KPK je porasla s 24+1,1 mg KPK/Lh (za pocetnih 30+5 mg NO>-N/L) na 31+0,8
mg KPK/Lh (za pocetnih 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 Sto je za redukciju nitrita potrebna manja koli¢ina organskih sastojaka.
Ucinkovitost uklanjanja organskih sastojaka je bila unutar uskog raspona vrijednosti za pokuse
provedene pri istoj koncentraciji mikrobne biomase 1 pri istom omjeru KPK/N bez obzira na
porast koncentracije nitrita. Tako je ucinkovitost uklanjanja organskih sastojaka rasla kako
slijedi: 29,3+0,6-34,3+1% pri 1,5+0,2 ¢ MLSS/L 1 KPK/N 10 < 32,242,2-36,4+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 1 3,0+0,2 g MLSS/L. Pri omjeru KPK/N 5 u pokusima
denitrifikacije nitrita uklonjeni su svi organski sastojci pri obje istraZzene vrijednosti mikrobne
biomase (Slika 28).

Kinetika pokusa denitrifikacije s NO>-N kao akceptorom elektrona pokazuje ujednacenu
oksidaciju organskih sastojaka izrazenih kao KPK za vrijeme redukcije NO>-N (Slika 29). S
iscrpljenjem nitrita organski sastojci (KPK) preostaju u obradenoj vodi. Tijekom pokusa je
dolazilo do nakupljanja slobodne nitritne kiseline koja je dosegnula maksimalnu koncentraciju

tijekom 1,5 sati procesa 1 iznosila je 0,0016+0,0007 mg FNA/L, a nakon toga je opadala i1 na
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kraju pokusa je viSe nije bilo. Moguce je da bi brzina denitrifikacije bila veca da je
koncenentracija FNA bila niza. Vrijednost pH je rasla s pocetnih 7,2+0,1 do maksimalnih
8,8+0,2 nakon pet 1 pol sati pokusa i zatim se blago smanjila. Koncentracija DO je iznosla do
0,4 mg/L, sto 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 Sto visoke koncentracije nitrita
dovode do inhibicije denitrifikacije [56,93,276]. Koncentracija FNA u rasponu 0,0007-0,001
mg HNO>-N/L je dovela do 50% inhibicije, a koncentracija FNA vec¢a od 0,004 mg HNO,-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 1 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% NO>-N 1 utroSeni svi
raspolozivi organski sastojci (KPK), a pri omjeru C/N 3 reduciran sav NO>-N ali su organski
sastojci preostali (dodani u suvisku), provedeni su pokusi s nitritom kao akceptorom elektrona
pri omjerima C/N 2,2, 2.4, 2.6, 2,8 i 3. T1 pokusi su pokazali da je za potpunu redukciju nitrita
1 za potpuni utroSak organskih sastojaka (KPK) potreban omjer C/N 2,4 (Tablica 22).

Za nitrat kao akceptor elektrona se pokazao kao povoljan omjer C/N izmedu 3 i 4 (Tablica 21).
Kako je pri omjeru C/N 3 reducirano 61+2% nitrata i utroSeni svi organski sastojci (KPK), a
pri omjeru C/N 4 je reduciran sav nitrat ali je preostalo organskih sastojaka (KPK) u obradenoj
vodi, napravljeni su pokusi s nitratom kao akceptorom elektrona pri omjerima C/N 3,2, 3,4, 3,6,
3,8 1 4. Rezultati su pokazali da je za potpunu redukciju nitrata uz potpuni utrosak 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 i1 31. U tako provedenim pokusima nitrati odnosno nitriti su potpuno

reducirani, 1 potpuno su oksidirani organski sastojci.

5.7.  Unutarstani¢ni izvor ugljika za denitrifikaciju

Potreba za postizanjem grani¢nih vrijednosti kakvo¢e obradenih otpadnih voda s obzirom na
hranjive tvari (N 1 P) predstavlja izazov u istrazivanju 1 provedbi denitrifikacije. Raspolozivi

lako biorazgradivi organski sastojci izrazeni kao rbKPK vrijednost u otpadnoj vodi pokrecu
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brzu denitrifikaciju, ali neoptimalnim dizajnom sustava za obradu i radnim uvjetima lako se
moze naru$iti kakvocéa izvedbe procesa, i bitno je u dizajnu/projektiranju sustava obrade
otpadne vode uzeti u obzir kakvocu ulaza kao i omjer rbKPK/TN [277]. U provedbi
denitrifikacije na sustavima za obradu otpadnih voda opazaju se u krivulji redukcije NOx-N tri
brzine denitrifikacije: prva, najveca brzina denitrifikacije, kao rezultat denitrifikacije s lako
biorazgradivom organskim sastojcima; druga brzina denitrifikacije je rezultat hidrolize
biorazgradivih Cestica organskih sastojaka adsorbiranih na bakterijskim flokulama, a treca
brzina denitrifikacije je endogena brzina denitrifikacije [278]. Ove pojedinacne brzine mogu
zasebno ovisiti o temperaturi. U prakticnom smislu, anoksi¢ne zone moraju biti dimenzionirane
mnogo vece za obradu otpadnih voda s niskom koncentracijom lakobiorazgradivih organskih
sastojaka, u usporedbi s obradom otpadnih voda sa visokom koncentracijom lako
biorazgradivih organskih sastojaka koji podrzavaju 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 raspolozivim izvorom ugljika pri
omjerima C/N 1, 2 i1 3 ostvarena redukcija nitrata od 17+0,5, 37+£2,0 1 61+2,0%, a s
unutarstani¢nim zalihama (PHA) ostvareno je ukupno uklanjanje nitrata od 37, 82 1 100%, pri
¢emu je utroSak PHA iznosio 2,5, 5,5 1 1,3 mmol C/L. Sli¢an trend je vidljiv i u denitrifikaciji
preko nitrita (Tablica 23). Pri omjerima C/N 1 1 2 postignuta je redukcija nitrita 37+1 1 68+4%
s vanjskim izvorom ugljika, a s unutarstani¢énim zalihama ostvarena je sveukupna redukcija
nitrita od 53 1 100%, pri ¢emu je utroSeno PHA 3,1 1 0,9 mmol C/L. Rezultati pokazuju da je
za endogenu denitrifikaciju NO3-N potrebo oko 16% vise PHA u odnosu na endogenu
denitrifikaciju NO»-N, §to je u suglasju s literaturom, u kojoj je istaknuto da endogena
denitrifikacija preko nitrita tro§i manje PHA (50%) od endogene denitrifikacije preko nitrata
[310]. Kinetika denitrifikacije nitrata pri ¢emu su kao donori elektrona koriSteni vanjski izvor
ugljika (acetat) i unutarstanicne zalihe (PHA) je prikazana na Slici 32. Organski sastojci su
utroSeni tijekom dva sata pri ¢emu je ostvarena brzina oksidacije organskih sastojaka od 84,5
mg KPK/Lh. Za to vrijeme reducirani su nitrati 61,3% 1 ostvarena je brzina redukcije nitrata od
9,2 mg NO3-N/Lh. Tijekom naredna cetiri sata (produZeni anoksi¢ni uvijeti) nitrati su u
potpunosti reducirani pri ¢emu je kao donor elektrona sluzio 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 doslo je do
nakupljanja nitrita, koji su maksimalnu vrijednost dosegli tijekom 1,5 sati pokusa, i iznosili su
3,8 mg NO:-N/L, a nakon toga su se potpuno reducirali do kraja pokusa. Koncentracija FNA je

bila vrlo niska tijekom cijelog pokusa, s najvisom zabiljezenom koncentracijom od 8,6:10° mg
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FNA/L u 30. min pokusa, i zatim se smanjivala do kraja pokusa. Tijekom denitrifikacije
zabiljezen je utroSak PHA od 1,3 mmol C/L. Vrijednost pH je rasla od pocetka pokusa (pH 7,1)
do trenutka potpunog utroska 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.  Ucinkovitost istovremene denitrifikacije 1 uklanjanja P s NO,-N kao

akceptorom elektrona pri anoksi¢nim uvjetima
Vec¢ina DPAOs ima anaerobno-anoksi¢ni metabolizam [186-188,191,210,279], medutim,
postoje DPAOs koji postizu uklanjanje fosfora u anoksi¢nim uvjetima bez potrebe za
anaerobnom fazom s NO3-N kao akceptorom elektrona [280] ili u anoksi¢no-aerobnim uvjetima
[279,281], pri ¢emu je aerobna faza u funkciji oksidacije preostalih organskih sastojaka i unosa
P.
Istrazeni su mnogi ¢imbenici koji utjecu na DPAOs poput izvora ugljika, pH vrijednosti,
anaerobno-aerobnog reakcijskog vremena, anaerobno-anoksi¢nog reakcijskog vremena,
temperature, otopljenog kisika i drugih [187,191,224,282-284]. U denitrificiraju¢em uklanjanju
fosfora nitrit je prepoznat kao jedan od inhibitora mikrobnog metabolizma [285-287]. Takoder,
kao inhibitor unosa fosfora predlozena je slobodna nitritna kiselina umjesto nitrita [287].
Pretpostavlja se da bi nesto veca tolerancija anoksicne aktivnosti PAOs za nitrit mogla biti zbog
anoksi¢nog metabolizma nitrita koji osigurava niZzu koncentraciju nitrita u blizini stanice [194].
Za prevladavanje inhibicije nitritom predloZene su dvije strategije vodenja procesa: (i) dodatak
nitrata - pokazano je u Sarznim pokusima da dodatak nitrata (45-200 mg NO3-N/L) smanjuje
toksi¢nost nitrita (5-100 mg NO>-N/L) [288]; (1) strategija postupnog hranjenja, uz strategiju
postupnog unosa nitrita kao akceptora elektrona i odrzavanje koncentracije nitrita nizom od 15
mg NO2-N/L [289].
Kontradiktorni je u¢inak NO>-N na anoksi¢ni unosa fosfora. Istaknuto je da >10 mg NO>-N/L
inhibira anoksi¢an unos fosfora s biomasom koja nije prilagodena na nitrit [290], da je pri 12
mg NO2-N/L anoksi¢an unos fosfora smanjen na 65% [194], da je 20 mg NO>-N/L inhibiralo
anoksican unos fosfora za 64,85% i DPAOs denitrifikaciju za 61,25% [289], da je 25 mg NO>-
N/L inhibiralo anoksi¢an unos fosfora bez obzira na koncentraciju istraZzenih vanjskih izvora
ugljika, s neaklimatiziranom biomasom [291], a prag nitrita za anoksi¢an unos fosfora je oko 2
mg NO>-N/gVSS [184]. S druge strane, koncentracija nitrita od 4-5 mg NO>—N/L [184,194],
20 mg NO2-N/L [285], do 115 mg NO»-N/L [292] nisu bili Stetni za anoksi¢an unos fosfora.
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U anoksi¢no-aerobno vodenim SBR pokusima pokazano je da je moguce posti¢i istovremeno
uklanjanje KPK, nitrata i P u anoksi¢nim uvjetima, bez anaerobne faze [281]. SuviSak elektron
donora i akceptora u anoksicnim uvjetima se pokazalo kao prednost za obogacéivanje DPAO-a
u odnosu na OHOs. Prisutnost akceptora elektrona u obje faze (anoksi¢no-aerobna) dovelo je
do eliminacije anaerobne faze [281].

U Sarznim pokusima (Tablica 24) s 40+2 mg NO2-N/L pri N/P 2 i C/N 4 ulinkovitost
denitrifikacije iznosila je 100% i 84,0+1,2% ucinkovitost uklanjanja P, u pokusima sa 60+3 mg
NO2-N /L pri N/P 3 1 C/N 3 ucinkovitost denitrifikacije iznosila je 100% 1 83+1% ucinkovitosti
uklanjanja P, a u pokusima s 8043 mg NO>-N/L pri N/P 4 i C/N 2 ucinkovitost denitrifikacije
iznosila je 100% s u¢inkovitoscu uklanjanja P 744+2%.

Denitrificiraju¢a defosfatacija 40+2 mg NO2-N/L pri N/P 2 1 pri C/N 4 rezultirala je brzinom
denitrifikacije od 20,0+1,3 mg NO>-N/Lh i brzinom unosa P od 8,3+0,5 mg PO4-P/Lh, brzina
denitrifikacije 60+£3 mg NO»-N/L pri N/P 31 pri C/N 3 bila je 23,7+£2,0 mg NO»-N/Lh a brzina
unosa P 6,7+0,7 mg PO4-P/Lh, dok je brzina denitrifikacije 80+3 mg NO>-N/L pri N/P 4 i pri
C/N 2 bila 25,9+1,7 mg NO»-N/Lh a brzina unosa P 4,8+0,7 mg PO4-P/Lh (Tablica 24).
Raspolozivi organski sastojci za denitrifikaciju 40+2 mg NO2-N/L, 60+3 mg NO2-N/L i1 80+3
mg NO-N/L i istovremeni unos P u pokusima pri omjerima C/N4iN/P 2, C/N 31 N/P 3, C/N
2 1 N /P 4 nisu bili ogranicavajuci ¢imbenik ni procesa denitrifikacije ni uklanjanja P, niti su
dodani u suvisku. Povecanje koncentracije NO2-N od 40+2-80+3 mg NO2-N/L (N/P 2-4)
smanjuje brzinu unosa P i u¢inkovitost uklanjanja P. Pove¢anjem koncentracije NO2-N s 40+2
mg NO2-N/L na 80£3 mg NO»-N/L (N/P 2-4) ucinak uklanjanja P smanjen je s 84+1,2% na
74+2% kao 1 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 1 za otpuStanje P, pa je potrebno
omoguciti/osigurati dovoljnu koli¢inu organskog ugljika za uc¢inkovit proces denitrificirajuce
defosfatacije [293]. U anaerobnim uvjetima s istovremeno prisutnim acetatom (360 mg
KPK/L), nitritom (0-10 mg NO»-N/L) 1 fosfatom (9,7 mg PO4-P/L), provedbom Sarznih pokusa
zabiljezeno je s povecanjem pocetne koncentracije nitrita smanjeno otpustanje fosfata [293].
Istovremena prisutnost acetata, nitrita i fosfata je djelovala na DPAOs na nacin da nije
zabiljezeno otpustanje fosfata, nego potrosnja KPK, redukcija nitrita i unos fosfata od pocetka
pokusa. DPAOs koegzistiraju s obi¢nim heterotrofnim denitrifikantima 1 u prisutnosti nitrita
obje skupine mikroorganizama se natjecu za organski ugljik u anaerobnoj fazi, $to dovodi do
manje koli¢ine organskih tvari dostupnih za DPAOs, zbog cega je otpustanje fosfata bilo

neucinkovito, a naknadni anoksi¢ni P unos smanjen. Takoder, nitrit je inhibirao anaerobno P
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otpustanje te je istaknuto da bi koncentracija nitrita u anaerobnoj fazi trebala biti ispod 2 mg
N/L da bi se osiguralo u¢inkovito P otpustanje i kasniji unos P [293].

U denitrificirajucoj defosfataciji s NO3-N u anoksi¢no-aerobnom rezimu sugerirano je da je dio
acetata koriSten za intracelularno skladistenje PHB, dio za redukciju NOs3-N, kao i za
odrzavanje i rast biomase. Pokazali su da unos P tijekom anoksi¢nog uvjeta ne ovisi o
metabolizmu PHB [281].

Anoksi¢nan unos P putem DPAOs je mogu¢ kada je u anoksi¢nim uvjetima prisutan viSak
nitrata kako bi se premasio denitrifikacijski potencijal drugih heterotrofnih organizama [292].
U pokusima bioloskog uklanjanja nutrijenata u anaerobno-aerobnom SBR-u, pokazalo se da je
omjer KPK/PO4 110 fosfat-ograni¢avaju¢i, 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 klju¢nim za obogacivanje DPAOs u odnosu na uobicajene denitrificirajuce heterotrofe [296].
Jo§ jedna prednost organskog ugljika dodanog u suvisku je potpuna denitrifikacija bez
nakupljanja nitrita [297].

U svim pokusima s ograni¢avaju¢om i neograni¢avaju¢om koncentracijom organskih sastojaka
izrazenih kao KPK, s povec¢anjem omjera C/N, brzina unosa P pokazala je dva nagiba pravca —
dvije brzine: pri prvoj, veéoj brzini zabiljeZzeno je uklanjanje NO2-N i PO4-P oko 70%, a pri
drugoj, zna€ajno niZoj 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 1 sur. [293] koji su takoder zabiljezili visoku brzinu unosa fosfata i brzinu
redukcije nitrita na pocetku anoksicne faze tijekom prvih 30 minuta, koja je zatim usporena.
Omjer P/N, omjer anoksi¢nog unosa fosfata i denitrificiranog dusika, jako ovisi o brzini unosa
fosfata [194]. U slucaju kada se adenozin trifosfat (ATP) akumuliran tijekom denitrifikacije
isklju€ivo koristi za unos fosfata, maksimalni P/N omjer bi iznosio oko 3 [188]. Omjer
anoksi¢nog unosa fosfata i denitrificiranog dusika (NO»-N) izraZzen 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 pocetku pokusa, s pocetnom koncentracijom
NO»-N, FNA je bila najveca, i tijekom pokusa, kako se koncentracija NO>-N smanjivala, a pH
povecavao, FNA se smanjivala (Slika 33). Najveca koncentracija FNA, 0,008+00008 mg/L,
zabiljezena je u pokusu s 20+1 mg PO4-P/L pri omjeru N/P 4 1 C/N 2. Razlog zasto tako visoka
koncentracija FNA nije imala inhibitorni u¢inak na denitrificiraju¢u defosfataciju mogao bi biti

dugotrajna izlozenost mulja nitritu kao akceptoru elektrona.
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U procesu denitrificirajuéeg uklanjanja P za biomasu koja nije prilagodena nitritu 2,25 ng
HNO>—N/L bilo je inhibitorno za anoksicni P unos [290], a zabiljezeno je da je 0,02 mg HNO>—
N/L potpuno zaustavilo anoksi¢ni P unos [287].

U pokusima u ovom radu profil pH (Slika 33) bio je karakteristi¢an za proces denitrificirajuce
defosfatacije: od pocetka procesa, tijekom potroSnje raspolozivih organskih sastojaka izrazenih
kao KPK, pH vrijednost je rasla. U svim pokusima pocetni pH bio je 7,2+0,2. Od trenutka
sveukupne potrosnje organskih sastojaka, pH vrijednost je bila konstantna, ili blago smanjena
do kraja pokusa, tako da se pH vrijednost moZze koristiti kao neizravni pokazatelj procesa.
Moguc¢i razlog za anoksi¢ni P unos pri dvije brzine mogla bi biti pH vrijednost. Kriti¢na pH
vrijednost za anoksi¢ni unos P bila je 8,75+0,05: pri pH 8,75 £+ 0,05 ili nizem doslo je do
znacajnog uklanjanja P, a pri viSem pH od 8,75+0,05 zabiljeZen je dodatni unos fosfora (Slika
33). Na kraju svih Sarznih pokusa zabiljeZena je koncentracija PO4-P >3 mg PO4-P/L, tako da
se uklanjanje P moZze u potpunosti pripisati aktivnosti DPAOs, a ne talozenju P.
Karakteristi¢an profil pH u EBPR procesu je smanjenje pH tijekom anaerobne faze i poveéanje
pH tijekom aerobne/anoksi¢ne faze. Vrijednost pH je vazan ¢imbenik EBPR procesa jer utjece
na membranu mikrobne stanice u smislu povrSinskog naboja i propusnosti, mikrobni rast 1
reprodukciju [298-300]. U anaerobnim uvjetima pri viSim vrijednostima pH manje otpustanje
fosfora moglo bi biti posljedica talozenja fosfata koji se adherirao na povrSinu Zoogloea i
blokirao apsorpciju ugljika i PAOs P otpustanje [301]. Budu¢i da visa pH vrijednost moZe
smanjiti pokretacku silu protona i stoga PAOs moraju hidrolizirati viSe poliP, visi pH dovodi
do veceg P otpustanja [302].

U istraZivanju stabilnosti procesa uklanjanja N 1 P, u anaerobnim uvjetima s pove¢anjem pH
vrijednosti od 6,5-8 oslobada se viSe fosfora, a kada pH poraste na 8,5, smanjuje se oslobodeni
fosfor [303]. Octena kiselina aktivno difundira kroz stanicne membrane i zatim se konvertira u
PHB. Budu¢i da razgradnja octene kiseline troSi energiju, energija se obnavlja raskidanjem
unutarstani¢no pohranjenog poliP, koji se zatim u obliku ortofosfata oslobada iz stanice. U
naknadnim anoksi¢nim uvjetima s povecanjem pH od 6,5 na 8,0 unos P se povecao, a s
porastom pH na 8,5 unos P se smanjio. Naglasili su da je brzina otpustanja P superiornija brzini
unosa P kao odgovor na promjenu pH vrijednosti, a pH u intervalu 6,5-8,0 utjece na stabilnost
procesa, brzinu anaerobnog oslobadanja P 1 brzinu anoksi¢nog P unosa [303].

Pokusi provedeni s obogacenim PAOs muljem uzgojenim u anaerobno-anoksi¢nim uvjetima i
bez kontrole pH (pH u rasponu 7,0-8,3) nisu pokazali negativan odgovor na anoksican unos

fosfata pri 35 mg NO2-N/L [190]. U tom pH rasponu fosfat se mogao kemijski istaloziti [304].
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Pokusi s oboga¢enom PAOs kulturom provedeni u SBR-u i pod kontroliranim pH od oko 7
pokazali su snaznu inhibiciju anoksi¢nog unosa P pri 5-10 NO2-N/L [187].

U Sarznim pokusima s prekomjernom koncentracijom organskih sastojaka (Tablica 24) vidljivo
je blago povecanje brzine denitrifikacije NO>-N i istovremeno smanjenje brzine i u€inkovitosti
unosa P. Kako su organski sastojci dodani u prekomjernoj koncentraciji i nisu iskoriSteni u
procesu prisutni su u obradenoj vodi.

Visok omjer KPK/N mogao bi uzrokovati dominaciju heterotrofa koji nisu DPAOs [280].
Stetno djelovanje na denitrificirajuéu defosfataciju ima i vrlo visoka i vrlo niska podetna
koncentracija organskih sastojaka (KPK) [293]. Visa poCetna koncentracija organskih sastojaka
ima ucinak na denitrificirajuéu defosfataciju na nacin da su obi¢ni heterotrofni denitrifikanti
favorizirani u odnosu na DPAOs, pa dolazi do potpune redukcije nitrita, medutim, unos P je
nizak. S druge strane, u denitrificiraju¢oj defosfataciji pri niskoj pocetnoj koncentraciji
organskih sastojaka vec¢inu organskih sastojaka (KPK) utros§e DPAOs pa je za anoksi¢an unos
P pohranjena nedovoljna koli¢ina PHA, a obi¢ni denitrifikanti nisu koristili organske sastojake
(KPK). Istaknuto je da bi za denitrificirajucu defosfataciju pocetna koncentracija organskih

sastojaka (KPK) trebala biti dovoljno visoka da osigura odgovarajuce zalihe PHA [293].

5.9. Ucinkovitost uklanjanja N u anaerobno/aerobno/anoksi¢nom procesu uz

endogenu denitrifikaciju
Konfiguracija A/O/A procesa uz endogenu denitrifikaciju u reZimu 1 h anaerbno, 1 h aerobno
1 5 h anoksi¢no se pokazala obecavaju¢im nacinom za postizanje visoke ucinkovitosti
uklanjanja N 1 P za otpadne vode niskog omjera C/N (Slike 34-37). Sustavi A/O/A u
laboratorijskim 1 pilot mjerilima zabiljezili su u€inkovitost uklanjanja N 85,86-91,40% 1 P

89,87-90,40% [305,306].

Anaerobna faza od 1 h je bila dovoljna za potpuni unos organskih sastojaka izrazenih kao KPK.
Brzina uklanjanja organskih sastojaka iznosila je 117, 127 1 213 mg KPK/Lh pri odabranim
C/N 2,41 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 1
otpustanje P, koje je iznosilo 12, 19 1 28 mg PO4-P/L pri omjerima C/N 2, 4 i 6. Tijekom
anaerobne faze su DPAOs/PAOs unosili acetat 1 pohranjivali ga unutarstani¢no u obliku PHA

1 pri tome je doslo do otpustanja PO4-P. Dio acetata su koristili i DGAOs, koji su aktivnost
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ispoljili u produzenoj anoksi¢noj fazi pri ¢emu su doprinijeli poboljSanom uklanjanju N putem
endogene denitrifikacije troSenjem unutarstani¢nih rezervi ugljika (Slike 34-37).

Tijekom aerobne faze procesa odvijala se potpuna oksidacija NHs-N, a brzina oksidacije NHas-
N je iznosila 20 mg NH4-N/Lh za sve istrazene omjere C/N. Tijekom aerobne faze oksidacija
NH4-N je rezultirala s nakupljenih 12, 7,6 1 5,2 mg NOx-N/L, odnosno, doslo je do istovremene
nitrifikacije i denitrifikacije, pri ¢emu je uklonjeno 40, 62 i 74% N pri omjerima C/N 2, 41 6.
Brzina produkcije NOx-N je iznosila 12,0, 7,6 1 5,2 mg NOx-N/Lh. Takoder, tijekom aerobne
faze uklonjeno je 7, 91 11 mg PO4-P/L, odnosno, uklonjeno je 54, 43 1 38% PO4-P pri omjerima
C/N 2, 41 6. Brzina aerobnog unosa P je iznosila 7, 9 1 11 mg PO4-P/Lh pri omjerima C/N 2, 4
1 6 (Slike 34-37).

Tijekom aerobne faze se odvija kompeticija za otopljeni kisik izmedu nitrifikanata, PAOs 1
GAOs $to moze dovesti do povecane potroSnje unutarstani¢nih zaliha ugljika pa tako postaje
upitna uéinkovitost endogene denitrifikacije [307]. Kako je u aerobnoj fazi vidljiv gubitak N, i
unos P, donori elektrona za denitrifikaciju i unos P su unutarstani¢ne 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 izraZeniji u¢inak SND. Takoder, s
porastom omjera C/N u anaerobnoj fazi procesa, odvijao se i ve¢i aerobni unos P u stanice
PAOs/DPAOs (Slike 34-37).

U slijednoj produZzenoj anoksi¢noj fazi uklonjeno je dodatnih 5,9, 7,3 i 5,2 mg NOx-N/L pri
¢emu je postignuto ukupno uklanjanje N od 69,5%, 98,5% 1 100%, a brzina endogene
denitrifikacije je iznosila 2,2, 1,5 1 1,6 mg NOx-N/Lh pri omjerima C/N 2, 4 1 6. U ovoj fazi je
takoder doSlo 1 do dodatnog unosa P od 0,4, 2,6 1 5,8 mg PO4-P/L 1 ostvareno uklanjanje P u
odnosu na P na kraju anaerobne faze/pocetku aerobne faze od 57, 55 1 65% pri omjerima C/N
2,41 6 (Slike 34-37). DGAOs tijekom endogene denitrifikacije za redukciju NOx-N koriste
unutarstani¢ne donore elektrona glikogen i1 PHA [308,309]. Brzina anoksi¢nog unosa P je
iznosila 0,2, 1,9 1 2,2 mg PO4-P/Lh pri omjerima C/N 2, 41 6.

Pri omjeru C/N 2 je aktivnost DPAOs prestala ve¢ nakon 2,33 sata procesa, a aktivnost
endogene denitrifikacije nakon 4,66 sati procesa S$to ukazuje na nedovoljnu koli¢inu
unutarstani¢nih zaliha za endogenu denitrifikaciju i anoksi¢an 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 1 elektron akceptorima. Pri
omjeru C/N 6 endogena denitrifikacija zavrsila je kroz 5,33 sati, pa je tada prestala i aktivnost
DPAGOs jer vise nije bilo elektron akceptora. Pri omjeru C/N 6 bi produljenje aerobne faze

vjerojatno imalo povoljan u¢inak na uklanjanje P (Slike 34-37).
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Na Slici 35 su prikazani profili pH 1 DO tijekom A/O/A konfiguracije. Tijekom anaerobne i
anoksi¢ne 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 zavrSetka oksidacije amonijaka
iunosa P. Tijekom anaerobne faze u krivulji pH vrijednosti nije bilo promjena. Tijekom aerobne
faze se uocava pad vrijednosti pH zbog odvijanja nitrifikacije i produkcije H' iona. Budu¢i 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 anoksi¢noj fazi je
vidljiv blagi rast pH vrijednosti zbog odvijanja endogene denitrifikacije. Po zavrSetku
denitrifikacije pH vrijednost je bila konstantna (Slika 35). Profili pH i DO se mogu koristiti kao
neizravni pokazatelji tijeka nitrifikacije 1 denitrifikacije. Tako se i u ovim pokusima moZe uociti
amonijeva dolina na krivulji pH — trenutak kada pH vrijednost dosegne najnizu vrijednost i
zatim krene rasti, a to je tocka koja se poklapa sa zavrSetkom oksidacije amonijaka i najviSom
koncentracijom nitrita. Tijekom nitrifikacije je izraZenija 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 to¢ka koja
se podudara sa amonijevom dolinom, kisikov lakat, a koja predstavlja porast koncentracije
otopljenog kisika. Tijekom nitrifikacije je veca potrosnja otopljenog kisika tijekom prvog
koraka nitrifikacije jer se istovremeno odvijaju i oksidacija amonijaka do nitrita i nitrita do
nitrata. U tocCki kisikovog lakta oksidacija amonijaka je gotova pa otopljeni kisik troSe samo
nitrit oksidiraju¢e bakterije 1 zato dolazi do skoka DO. Tijekom denitrifikacije raste pH
vrijednost zbog produkcije OH™ iona, i po zavrSetku denitrifikacije pH vrijednost stagnira ili
blago pada.

Funkcionalne bakterije ukljuene u proces endogene denitrifikacije su denitrifikacijski
organizmi koji nakupljaju glikogen (DGAOs), koji su sposobni sintetizirati PHA u anaerobnom
uvjetu 1 koristiti PHA u anoksi¢nom uvjetu kao donore elektrona za denitrifikaciju [115,199].
DGAO:s su dokazani primjenom FISH metode.

Konfiguracija A/O/A uz endogenu denitrifikaciju u rezimu 1 h anaerbno, 2 h aerobno i 4 h
anoksi¢no se pokazala kao bolji reZim vodenja procesa pri ¢emu je postignuto poboljSanje
uklanjanja N 1 P (Slike 38 1 39) u odnosu na ranije istraZzeni rezim (Slike 34-37).

potpuno uklanjanje organskih sastojaka izraZzenih kao KPK pri brzinama 114, 138 1 237 mg
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KPK/Lh. Pri tome se zbivalo otpuStanje P od 11,5, 19 1 29 mg P/L pri brzinama 11,5, 191 29
mg P/Lh, pri omjerima C/N 2, 41 6 (Slike 38 1 39).

Ucinak produljenja aerobne faze je vidljiv na nitrifikaciji 1 SND — aerobna faza je rezultirala
manjom kolicinom NOx-N — nakupljeno je 10, 5 1 3 mg NOx-N/L, odnosno bio je izrazeniji
ucinak SND pri ¢emu je ostvareno uklanjanje ukupnog N od 50, 75 i 85% pri omjerima C/N 2,
4 1 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. Takoder, tijekom aerobne faze je zabiljeZeno 1 vece uklanjanje P,
uklonjeno je 7,2, 11 1 21 mg P/L pri brzini 3,6, 5,5 1 10,5 mg P/Lh, pri omjerima C/N 2,416
(Slike 381 39).

Zatim, tijekom anoksi¢ne faze odvijala se endogena denitrifikacija koja je rezultirala s 75, 100
1 100% uklonjenog N, a brzina endogene denitrifikacije je iznosila 3,8, 1,4 1 1,5 mg NOx-N/Lh,
pri omjerima C/N 2, 41 6 (Slike 38 1 39). Endogena denitrifikacija preko nitrita tros$i 50% manje
PHA od endogene denitrifikacije preko nitrata [310]. U anoksi¢noj fazi se takoder ispoljila 1
aktivnost DPAOs, koji su doprinijeli uklanjanju P koji je na kraju anoksi¢ne faze iznosio 63,
61 1 83% pri omjerima C/N 2, 4 1 6. Tijekom anoksi¢ne faze brzina unosa P je iznosila 0,4, 0,7
14,8 mg P/Lh pri omjerima C/N 2, 4 i 6. Uklanjanje P je pri omjerima C/N 2 i 4 bilo limitirano
i elektron akceptorima i elektron donorima. Pri omjeru C/N 6 je bio najizrazeniji doprinos
produljene aerobne faze — visi omjer C/N je omogucio vecu koli¢inu unutarstani¢nih donora
elektrona i jer su PAOs tijekom aerobne faze imali duZe vrijeme na raspolaganju otopljeni kisik
(elektron akceptore), pa je uklonjeno vise P, a tijekom anoksicne faze su DPAOs koristili
preostale unutarstanicne zalihe kao donore elektrona 1 preostale NOx-N kao akceptore elektrona
na unos P u stanice (Slike 38 1 39). Sumarno, produljenje aerobne faze za sat vremena i
skrac¢ivanje anoksi¢ne faze za sat vremena je rezultiralo vi$im uklanjanjem i N 1 P (Slike 38 1
39).

Rezultati su u skladu s [9] koji suu A/O/A konfiguraciji postigli koncentraciju PO4-P 1 ukupnog
N u izlazu 0,4 mg POs-P/L 1 3,9 mg N/L, s u€inkovitosti uklanjanja ukupnog N 92,1% nakon
115 dana vodenja 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 anoksicnoj fazi dodatnih 24% N.
Pokusi su provedeni s otpadnom vodom grada prosje¢nog omjera C/N 3,5 s pocetnim KPK u
rasponu 203,8-281,6 mg/L 1 ukupnim N 61,4-79,5 mgN/L. U A/O/A konfiguraciji je trajanje
anaerobne, aerobne i anoksi¢ne faze iznosilo 150 min, 180 min i 120 min pri ¢emu je

koncentracija otopljenog kisika tijekom aerobne faze iznosila 0,5+0,1 mg DO/L [9].
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Gong isur. [311] suu A/O/A konfiguraciji prilikom obrade otpadne vode grada pri omjeru C/N
8 1 pri SRT od 30 d postigli u¢inkovitost uklanjanja organskih sastojaka izrazenih kao KPK
92,8042,24%, 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
vodeni pri omjerima C/N 8, 6 i 4. Omjeri C/N 4 i 6 su rezultirali nizim ucinkovitostima

uklanjanja svih promatranih parametara [311].

5.10. Klasteri funkcionalnih mikrobnih skupina u ciljanim bioloskim

procesima uklanjanja C, N i P i unutarstani¢ni polimeri poliP
Razumijevanje mikrobnih i metabolickih mehanizama denitrifikacije ovisi o nizu ¢imbenika
poput: struktura mikrobne zajednice koju definiraju identitet i brojnost funkcionalne populacije,
1 procesni ¢imbenici (pH, temperatura, otopljeni kisik, koncentracija i funkcionalnost mikrobne
zajednice, raspolozivi-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 denitrificiraju¢im zajednicama koli¢ina dominantnih populacija varira i
to znacajno medu sustavima obrade otpadne vode $to ovisi i rezultat je izvedbe-konfiguracije
sustava, procesnih ¢imbenika i karakteristika ulazne otpadne vode [41]. Izvor ugljika utjece na
sastav mikrobne zajednice. U sustavima koji su koristili acetat kao izvor ugljika nadeni su
dominantni mikroorganizmi Halomonas [312], Rhodobacteraceae 1z Alpha-proteobacteria
skupine, te Rhodocyclaceae 1 Comamonadaceae 1z 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 1
NOs-N do Ny; (i1) nitrit reduktanti koji mogu reducirati samo NO2-N do N> (ne mogu reducirati
NOs-N); (ii1) nepotpuni denitrifikanti koji reduciraju NO2-N ili NO3-N do intermedijera
denitrifikacije — duSikovih oksida, umjesto do N»; (iv) nepotpuni nitrit reduktanti koji mogu
reducirati samo NO»-N do intermedijera denitrifikacije — duSikovih oksida; (v) nedenitrifikanti
koji ne mogu reducirati niti NO2-N niti NOs3-N.
U endogenoj denitrifikaciji odgovorni funkcionalni organizmi su denitrifikacijske bakterije
koje nakupljaju glikogen (DGAOs) [198,199].
U mikrobnoj ekologiji denitrifikacije u procesima bioloske obrade otpadnih voda FISH je
molekularna tehnika koja povezuje strukturu mikrobne zajednice s funkcijom identificiranjem

1 kvantificiranjem populacija sa specificnim metabolickim znacajkama [41].
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U ovom radu FISH analiza aktivnog mulja koriStena je u svrhu dokazivanja prisustva skupina
mikroorganizama odgovornih za procese nitrifikacije (Slike 40 i1 41), denitrifikacije (Slika 42),
bioloskog uklanjanja fosfora (Slika 43) i endogenu denitrifikaciju (Slika 44). Unutarstani¢ni
polimeri fosfata u obliku poliP, vidljivi kao tamnoljubicaste granule, dokazani su bojanjem po

Neisseru (Slika 45). PoliP su dokazani i dokumentirani (Slika 46).
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6. ZAKLJUCCI

Kriticka analiza rezultata disertacije kroz usporedbu sa relevantnim recentnim spoznajama iz
istrazivanog podrucja rezultirala je novim spoznajama iz kojih su proizasli zakljucci, kao i

buduée preporuke istrazivanja, kako slijedi:

1. Minimalni omjer C/N 3,8 iz natrijeva acetat kao izvora ugljika nuzno je osigurati za
denitrifikaciju 30 mg NO3-N/L, dok je za denitrifikaciju 30 mg NO»-N/L potrebno
osigurati minimalni omjer C/N 2,4 iz natrijeva acetat kao izvora ugljika.

Za denitrifikaciju NO3-N je potrebno 1,58x viSe izvora C iz natrijeva acetata u odnosu
na denitrifikaciju NO2-N, pocetne koncentracije 30 mg NOx/L.

2. Brzina oksidacije NH4-N 1 nitrifikacije u procesu autotrofne nitrifikacije se povecava s
povecanjem pocetne koncentracije NHs-N (istrazeno 100-500 mg NH4-N/L) i koli¢ine
mikrobne biomase (istrazeno 1,4-4,2 ¢ MLSS/L) pri pH 7,2+0,2 i pH 8,0+0,1. Vece
brzine 1 oksidacije NH4-N 1 nitrifikacije su ostvarene pri pH 8,0+0,1 u usporedbi s pH
7,24+0,2.

3. U procesu autotrofne nitrifikacije pri pH 7,2 odredene 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,
10d 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 odredene su brzine oksidacije NHs-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,
1 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 NO>-N, pri 0,8-1,0 mg DO/L rezultirala je
povecanjem brzine oksidacije NH4-N s povecanjem pocetne koncentracije NHs-N, kao
1 s povecanjem koli¢ine mikrobne biomase. Ucinkovitost parcijalne nitrifikacije
(nitritacije) je iznosila 58-68%

5. Odredene su brzine parcijalne nitrifikacije 12,4-20,9 mg NH4-N/Lh s 1,5 g MLSS/L,
odnosno 19,6-34,3 mg NHs-N/Lh s 3,0 g MLSS/L, za pocetnih 30-100 mg NH4-N/L.
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6.

10.

11.

12.

13.

Istovremena nitrifikacija 1 denitrifikacija (heterotrofna nitrifikacija) sporija je od
autotrofne nitrifikacije i1 rezultirala je gubitkom N od 72,2-81,8% nakupljanjem ne
ekvivalentne koli¢ine NOx-N

U procesu istovremene nitrifikacije i denitrifikacije brzine oksidacije organskih
sastojaka izrazenih 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 pocetnih 40+5
mg NH4-N/L pri omjerima C/N 51 10 (KPK/N 10 1 20), dok je pri pocetnih 80+2 mg
NH4-N/L ostvarena brzina oksidacije organskih sastojaka izrazenih kao KPK 201,8 mg
KPK/Lh i 264,9 mg KPK/Lh, a brzina oksidacije NHs-N 16,6 mg NH4-N/Lh i 12,3 mg
NH4-N/Lh pri omjerima C/N 51 10 (KPK/N 101 20)

Endogena denitrifikacija NOs-N pri C/N 1, 2 1 3 je rezultirala sveukupnom
ucinkovito$¢u uklanjanja nitrata od 37, 82 1 100%, odnosno endogena denitrifikacija
NO2-N pri C/N 11 2 je rezultirala sveukupnom ucinkovito$¢u uklanjanja nitrita od 53 i
100%

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 2,86x. Ve¢i je utroSak
PHA za denitrifikaciju nitrata nego nitrita.

U denitrificirajucoj defosfataciji pri anoksi¢nim uvjetima, sa pocetnih 40, 60 i 80 mg
NO2-N/L (N/P 2, 3 14), 1 pocetnih 20+1 mg PO4-P/L, odredeni su minimalno potrebni
omjeri C/N iz natrijeva acetata kao izvora ugljika pri kojima se postize 100% uklanjanje
organskih sastojaka 1 pri tome maksimalni unos PO4-P 1 to pri C/N 4 za N/P 2 (40 mg
NO2-N/L), C/N 3 za N/P 3 (60 mg NO>-N/L) i C/N 2 za N/P 4 (80 mg NO>-N/L). Pri
tome je ostvareno 100% uklanjanje NO2-N 1 maksimalno do 84% uklanjanje P,
aktivnoS$¢u DPAOs.

Visoka koncentracija nitirita, 80 mg NO2-N/L, nije inhibirala proces istovremene
denitrifikacije 1 uklanjanja P u anoksi€énim uvjetima, proces denitrificirajuce
defosfatacije preko NO>-N.

Veéi udio organskih sastojaka, od minimalno potrebnog, u denitrificirajucoj
defosfataciji preko NO2-N pri anoksi¢nim uvjetima, je narusavao ucinkovitost procesa
uklanjanja P, dok je 1 dalje u¢inkovitost uklanjanja N 100%, ali je pri tim prekomjernim
omjerima C/N preostalo neiskoristenog KPK.

Istovremena denitrifikacija 1 uklanjanje P u procesu A/O/A konfiguracije uz endogenu
denitrifikaciju, pokazuje vaznost (i) sprege raspolozivih organskih sastojaka u

anaerobnoj fazi procesa, duzine trajanja anaerobne faze kao 1 aktivnosti i1 zastupljenosti
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14.

15.

16.

17.

18.

PAOs/DPAOs, GAOs/DGAOs i uobicajenih heterotrofnih denitirifkanata; (ii) sprege
duZzine trajanja aerobne faze procesa kao i aktivnosti i zastupljenosti PAOs/DPAOs; kao
1 raspolozive koncentracije otopljenog kisika za odvijanje parcijalne nitrifikacije ili
SND i aktivnosti i zastupljenosti AOB 1 NOB vrsta (iii) sprege duZzine trajanja anoksi¢ne
faze procesa i aktivnosti i zastupljenosti DGAOs — funkcionalnih organizama
odgovornih za proces endogene denitrifikacije, a time i ukupno na ucinkovitosti
uklanjanja N 1 P kroz procese denitrifikacije/endogene denitrifikacije i
aerobnog/anoksi¢nog unosa P.

Istovremena denitrifikacija 1 uklanjanje P u procesu anerobno/aerobno/anoksi¢ne
konfiguracije uz endogenu denitrifikaciju u vremenskom slijedu od 1 h anaerobne faze,
1 h aerobne faze 1 5 h anoksi¢ne faze procesa, pri C/N 2, 4, 6 pokazuje ucinkovitost
uklanjanja N 69,5%, 98,5% 1 100%, a brzina endogene denitrifikacije je iznosila 2,2,
1,51 1,6 mg NOx-N/Lh. Pri tome ostvareno je uklanjanje P od 57%, 55% 1 65%.
Istovremena denitrifikacija i uklanjanje P u procesu anerobno/aerobno/anoksi¢ne
konfiguracije uz endogenu denitrifikaciju u vremenskom slijedu od 1 h anaerobne faze,
2 h aerobne faze 1 4 h anoksi¢ne faze procesa pri C/N 2, 4, 6, pokazuje ucinkovitost
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% 1 83%.

Endogena denitrifikacija u produZenoj anoksicnoj fazi procesa doprinosi dodatnom
uklanjanju N, aktivno$¢u DGAOs

Primjenom FISH metode dokazani su, vizualizirani 1 dokumentirani mikrobni klasteri
za procese nitritacije (AOB), nitratacije (NOB), denitrifikacije (denitrifikanti),
uklanjanje fosfora (PAOs i DPAOs) i endogene denitrifikacije (DGAOs)

Dokazani su unutarstani¢no pohranjeni polimeri, poliP i PHA

Budu¢i da postoje praznine u znanju o populacijskoj dinamici, strukturi zajednice i

metabolizmu razli¢itih izvora ugljika u procesu denitrifikacije, preporuke daljnjih istrazivanja

bi bile:
o
o

o

dopuna odrzivijih izvora ugljika
procjena strukture 1 funkcije zajednice za denitrifikaciju
primjena razli¢itih molekularno genetickih tehnika s ciljem proucavanja funkcionalnih

mikroorganizama, funkcionalnih gena i metabolickih putova.
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