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1. UVOD

Fosfor i dusik smatraju se glavnim uzro¢nicima eutrofikacije koja se opisuje kao pretjerani
rast algi, ¢ime se smanjuje koncentracija otopljenog kisika u vodenim sustavima. Nedostatak
dovoljno otopljenog kisika uzrokuje smrt biljnog i Zivotinjskog svijeta (Bal Krishna i sur.,
2016; Seviour i sur., 2003).

U vodene sustave fosfor i dusik (P i N) dospijevaju antropogenim djelovanjem, koriste se za
gnojidbu, ali i u kucanstvu te se tijekom primjene visak ispire i dospijeva u vodene tokove
(Wentzel i sur., 2008).

Biolosko uklanjanje nutrijenata smatra se ekonomski najisplativijim i ekoloski najodrzivijim
na¢inom asimilacije duSika i fosfora iz otpadnih voda (Metcalf i Eddy, 2003). Provodi se
pomoc¢u fosfor akumuliraju¢ih organizama (PAQOs, eng. Phosphorus Accumulating
Organisms) i denitrificiraju¢ih organizama koji zahtijevaju izvore ugljika (KPK) (Naessens i
sur., 2012; Gebremariam i sur., 2011; Hu i sur., 2011). Cesto je izvor ugljika u otpadnim
vodama limitiran te se teSko zadovoljavaju potrebe za simultano uklanjanje dusika i fosfata
(Xu i sur., 2011). Problem limitacije izvorom ugljika rijeSen je primjenom sustava za
napredno biolosko uklanjanje fosfora (EBPR, eng. Enhanced Biological Phosphorus
Removal). U EBPR mulju se uz PAO; nalaze i denitrificirajuci fosfor akumuliraju¢i organizmi
(DPAQ;, eng. Denitrifying Phosphorus Accumulating Organisms). U anoksi¢nim uvjetma,
DPAOs umjesto kisika koriste nitrate kao akceptor elektrone za dobivanje energije i
akumulaciju P i tako istovremeno uklanjaju nitrate i fosfate iz otpadnih voda (Jena i sur.,
2016).

Stjecanju spozanaja o bioloskom uklanjanju nutrijenata doprinosi i ovaj rada u kojem je
postavljen cilj definirati ucinak raspolozivih organskih sastojaka na bioloske procese
uklanjanja N i P. U tu svrhu istrazit ¢e se uklanjanje N i P iz priredene otpadne vode pri
aerobnim uvjetima u kojima je izvor organskih sastojaka natrijev acetat dodan u omjeru C/N
1,3,4,5,617 (prema podetnoj koncentraciji NH," L™), za pocetne koncentracije 10,7-18,2
mg PO,> L (14,5+3,8 PO,> L) i 48+1,3 mg NH," L™



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Uklanjanje dusika

Bioloske metode uklanjanja dusika ukljucuju aerobnu nitrifikaciju u kojoj se amonijak
oksidira preko nitrita do nitrata, jednadzbe [1] i [2], i anoksi¢nu denitrifikaciju, redukciju
nitrata do plinovitog dusika, jednadzba [3] (Coma i sur., 2012; Metcalf i Eddy, 2003). Ciklus

kruzenja dusika prikazan je slikom 1.

NH;" + 1,5 0, —» NO, + 2H" + H,0 [1]
NO; + 0,5 0; — NO3’ [2]
NH; +20, > NO; +2H + H,0

2NO3 +2H" > N, + H,0 + 2,5 0, [3]

N-fiksacija — -
/ MaHe ~
Na 4=
ralll -
|'II
MO -
A
Il
I"'-.
NO =
A
/ Nitrifikacija
A
Denitrifikacija -

Anamoks bakterije
Nitrosomonas (aerobni uvjeti)
Nitrosomonas (anoksi¢ni uvjeti)

Slika 1. Ciklus kruZenja dusika, prilagodeno iz Henze i sur., (2008).



Nitrifikaciju provode autotrofni i heterotrofni mikroorganizmi, heterotrofni potrebe za
ugljikom i energijom zadovoljavaju iz istog organskog supstrata, dok autotrofni
mikrorganizmi koriste CO, kao izvor ugljika, a energiju dobivaju oksidacijom amonijaka u
nitrite i nitrita u nitrate (Henze i sur., 2008).

Mikroorganizmi koji provode oksidaciju amonijaka mogu provoditi i druge procese, u
uvjetima limitacije kisikom Nitrosomonas moze prevesti hidroksilamine i nitrite u plin
didusikov oksid, procesom koji se naziva deamonifikacija (Bock i sur., 1995). Pri anoksi¢nim
uvjetima u prisutnosti plina NO; neki organizmi mogu prevesti amonijak u NO (Schmidt i
sur., 2002). Obje konverzije dovode do uklanjanja amonijaka, ali pri tome nastaju toksi¢ni i
staklenicki plinovi. U anaerobnim uvjetima Anamoks bakterije oksidiraju amonijak do N, uz
nitrite kao elektron akceptore (Mulder i sur., 1995).

Za provedbu oksidacije amonijaka u nitrite potrebno je 3,43 mg O,/mgN, a za oksidaciju
nitrita u nitrate 1,1 mg O,/mg N (Henze i sur., 2008).

Uvodenjem neaeriranih zona u sustave u kojima se odvija nitrifikacija uklanjaju se nastali
nitrati, raste pH vrijednost i reduciraju se potrebe na kisiku. Za denitrifikaciju 1 mg NO3z" u N

plin u anoksi¢noj zoni potrebno je 8,6 mg KPK (Henze i sur., 2008).

2.2. Uklanjanje fosfora

Fosfor se u otpadnim vodama nalazi u otopljenom obliku, a moze se uklanjati fizikalno-
kemijskim 1 bioloskim metodama.

Samo 15 % od ukupnog fosfora uklanja se primarnom sedimentacijom, bez dodatka metalnih
soli. Tradicionalne talozne metode temelje se na prijenosu otopljenog fosfora u ¢vrstu fazu i
separacijom — fizikalno-kemijske metode (Rashed i sur., 2014). Ve¢inom se za kemijsko
taloZenje koriste soli Zeljeza, aluminija i kalcija. Ovim metodama P se u¢inkovito uklanja ali
ekonomski nisu isplative, kemikalije su skupe te nastaju velike koli¢ine kemijskog mulja (Bal
Krishna i sur., 2016; Seviour i sur., 2003).

Bioloske metode uklanjanja fosfora su jeftinijih troskova izvedbe, ucinkovite su i nastaje
manja koli¢ina mulja. Bioloski postupci poznati su pod nazivom napredno biolosko izdvajanje
fosfora (EBPR) (Liu i sur., 2007). EBPR procesom moze se ukloniti oko 85% fosfora iz
otpadnih voda domaéinstava, koncentracija <0,1 mg P L™ (Gebremariam i sur., 2011).

EBPR se postize recirkulacijom aktivnog mulja kroz naizmjeni¢ne aerobne i anaerobne uvjete

rasta, a ujedno se i postize selekcija organizama koji provode taj proces (Oehmen 1 sur.,



2007). U EBPR mulju u najvec¢em postotku prisutni su fosfor akumulirajuéi organizmi (PAOQs,
eng. Phosphate Accumulating Organisms), slijede denitrificiraju¢i fosfor akumulirajuéi
organizmi (DPAOQOs, eng. Denitrifying Phosphorus Accumulating Organisms). PAOs su
sposobni akumulirati P u koncentracijama veé¢im od potrebnim za rast. Organizmi prisutni u
,,obi¢nom* aktivnom mulju mogu akumulirati priblizno 2% fosfora u suhoj biomasi EBPR
organizmi mogu akumulirati 4-8 % fosfata (Gebremariam i sur., 2011).

Brojne su poteskoce vezane uz vodenje EBPR procesa, poput: manja stabilnost vodenja
procesa, smanjeno uklanjanja N i P, ili potpuni prestanak bioloskog uklanjanja fosfora
(Stephens i sur., 2004; Thomas i sur., 2003).

Na EBPR proces nepovoljni u¢inak imaju ¢imbenici poput primjerice velika koli€ina nitrata u
anaerobnom reaktoru, zasi¢enje supstratom, a negativan ucinak ima 1 mikrobioloSko
nadmetanje PAO;s i glikogen akumuliraju¢ih organizama (GAOs, eng. Glycogen Accumulating
Organisms). GAO; se smatraju nepozeljnim mikroorganizmima u sustavima za biolosku
obradu otpadnih voda jer se natje¢u s PAOs za hlapljive masne kiseline (VFA, eng. Volatile
Fatty Acids) u anaerobnim uvjetima a kako GAOs ne uklanjaju fosfor povecavaju troskove
procesa te se nastoji umanjiti njihov rast u EBPR sustavima (Gu i sur., 2005; Thomas i sur.,
2003).

2.3. Mehanizam EBPR procesa

EBPR sustavi mogu biti razlic¢itih konfiguracija (Jena i sur., 2016), te tako mulj moze prolaziti
kroz:

o anaerobno-—aerobno-anoksi¢ne uvjete (AOA, eng. anaerobic-oxic-anoxic),

o anaerobno-anoksi¢no-aerobne uvjete (AAO, eng. anaerobic-anoxic-oxic),

o aerobno-anoksi¢ne uvjete rasta (OA, eng. oxic-anoxic)

Pri aerobno-anoksi¢nim uvjetima nitrat ne utjece na akumulaciju fosfora. Utvrdeno je da unos
fosfora nije inhibiran nitratima u anoksi¢nim uvjetima, zamijeceno je iscrpljivanje nitrata, rast
stanica, skladistenje fofsfata u obliku polifosfata i sinteza glikogena (Jena i sur.,2016; Liu i
Dong, 2011).

Napredno biolosko uklanjanje fosfora se Siroko primjenjuje u brojnim postrojenjima za
obradu otpadnih voda kao ekonomicna i odrziva metoda za uklanjanje fosfora (Liu i sur.,

2007). Ukupno uklanjanje fosfora se postize uklanjanjem viska aktivnog mulja koji je bogat



polifosfatima (Zhou i sur., 2008). Otpadni mulj iz EBPR procesa sadrzi velike koli¢ine P, 1
moze predstavljati odrziv izvor sirovog materijala za industriju gnojiva i za obnovu P.

Mehanizam EBPR procesa prikazan je slikom 2.

anaerobno aerobno/anoksi¢no

®
v\

Nova stani¢na biomasa PHB

PoliP /
‘\ NADH

Glikogen

PoliP

UTP

P0437
H,0/N, 0,/NO5’

Slika2. Shematski prikaz metabolizma PAO; u anaerobnim i aerobnim uvjetima

U anaerobnim uvjetima, PAOs akumuliraju hlapljive masne kiseline prisutne u hranjivom
mediju od kojih su najzastupljenije acetat, a potom slijede propionat, butirat, valerat i ostale
soli VFA u malim koncentracijama. U otpadnim vodama prisutne su i ostale organske
molekule poput aminokiselina i Se¢era koje mogu metabolizirati i PAOs i GAOs (Oehmen i
sur., 2007). PAOs pohranjuju VFA unutar stanice kao polihidroksialkanoate (PHA, eng.
polihydroxyalkanoate) ¢iji sastav ovisi o vrsti ugljika. Asimilacijom acetata sintetizira se
polihidroksibutirat (PHB, eng. polihydroxybutirate), a asimilacijom propionata nastaje
polihidroksivalerat (PHV, eng. polihydroxyvalerate) (Seviour i sur., 2003). Energija za
uzimanje i skladiStenje VFA osigurava se raskidanjem fosfodiesterskih veza polifosfata, u
obliku ATP, te glikolizom glikogena koji osigurava NAD(P)H i dodatnu energiju za sintezu
PHA. Razgradnja polifosfata rezultira otpusStanjem ortofosfata iz stanice u tekuci medi;j.
Ucinkovitost uzimanja i skladistenja VFA anaerobne faze daje poli-P organizmima selektivnu
prednost nad drugim ¢lanovima zajednice (Wang i sur., 2009).

Sintetizirani PHA u anaerobnoj fazi razgraduje se u aerobnoj fazi do acetil-CoA i propionil-
CoA tj. u forme koje preko okasloacetata ulaze u ciklus trikarbonskih kiselina. Acetil-CoA i

propionil-CoA sluze kao izvor ugljika i energije za rast biomase, dok se dio ATP-a Kkoristi za
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unos fosfata, te popunjavanje zaliha glikogena (Oehmen i sur., 2007). Velike koli¢ine
akumuliranog PHA (PHB) osiguravaju energiju za unos P u aerobnim uvjetima (Wang i sur.,
2009).

U aerobnoj/anoksi¢noj fazi, PAOs koriste Kisik/nitrat kao elektron akceptor te PHA za
dobivanje energije za stani¢ni rast, sintezu glikogena i unos P (Oehmen i sur., 2005).
Unutarstani¢no pohranjeni P u obliku poliP se odvodi iz sustava sa otpadnim muljem.
Alternativno, kao elektron akceptori se mogu koristiti nitrati ili nitriti (tj. anoksi¢ni uvjeti)
umjesto kisika, $to ¢ini prednost jer se i N i P uklanjaju u istom procesu (Kuba i sur., 1994).
Fosfor se moze lako ukloniti iz otpadne vode uklanjanjem mulja bogatog fosforom (Oehmen i
sur., 2007) buduc¢i je koli¢ina izlucenog fosfata za vrijeme anaerobne faze manja od koli¢ine
fosfata koja je unesena unutarstani¢no za vrijeme aerobne ili denitrificirajuce faze.

Pronadeno je da je za bioloSko uklanjanje P acetat esencijalan za formiranje PHB u
anaerobnim uvjetima, $to omogucuje kompetetivnu prednost za PAOs, budué¢i da PAO;
preferiraju niskomolekularne supstrate koji su produkt fermentacije, preferirani supstrat ne bi
bio dostupan bez anaerobne zone koja omogucuje fermentaciju KPK iz influenta do acetata.
Zbog sposobnosti pohrane polifosfata u aerobnoj/anoksi¢noj fazi, PAOs imaju dostupnu
energiju za asimilaciju acetata u anaerobnoj fazi. Druge aerobne heterotrofne bakterije nemaju
takav mehanizam za unos acetata, i one gladuju dok PAQ;s asimiliraju KPK u anaerobnoj fazi
(Metcalf i Eddy, 2003).

Glavna razlika izmedu aerobnog i anoksi¢nog unosa fosfata je da PAO;s za formiranje ATP u
anoksi¢nim uvjetima koriste nitrat. Ostatak metabolizma PAOs u aerobnim i anoksi¢nim
uvjetima je isti. No, u anoksi¢nim uvjetima se formira oko 40% manje ATP po koli¢ini
NADH, nego u aerobnim uvjetima. Nizak omjer ATP/NADH; u kona¢nici zna¢i manju

proizvodnju biomase u anoksi¢nim uvjetima.

2.4. Nitrifikanti, denitrfikanti i mikroorganizmi prisutni u EBPR sustavu

2.4.1. Nitrificirajuce i denitrificirajuce bakterije

Nitrifikacija se moze provoditi pomocu autotrofnih, heterotrofnih i miksotrofnih
nitrificiraju¢ih bakterija. Jedina razlika medu vrstama je u nacinu dobivanja energije za rast i
razmnozavanje. Oksidaciju amonijaka do nitrita provode Nitrosomonas vrste koje pripadaju

rodovima Nitrosomonas sp., Nitrosococcus sp., Nitrospira sp., Nitrosolobus sp. i
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Nitrosovibrio sp. Oksidaciju nitrita u nitrate provode Nitrobacter vrste koje pripadaju
rodovima Nitrobacter sp., Nitrococcus sp., Nitrospina sp. i Nitrospira sp. (Metcalf i Eddy,
2003).

Denitrificiraju¢e bakterije provode redukciju nitrata ili nitrita do plinovitog oksida (NO ili
N20) i konac¢no do plinovitog dusika. Denitrifikaciju provode fakultativno anaerobne ili
anaerobne bakterije iz rodova Pseudomonas, Alcaligenes, Moraxella, Thiobacillus, Klebsiela i
dr. (Metcalf i Eddy, 2003).

2.4.2. Mikroorganizmi prisutni u EBPR sustavu

EBPR mulj ukljucuje veliki broj mikrobnih vrsta koje su definirane sastavom supstrata,
brzinom dotoka supstrata, anaerobno-aerobnim kontaktnim vremenom, temperaturom, pH i
brojnim drugim faktorima. Sli¢an je konvencinalnom aktivhom mulju s razli¢itim vrstama
virusa, bakterija, protozoa, alga, funga i metazoa (Gebremariam i sur., 2011). U brojnim
istrazivanjima uz pomo¢ genetickih metoda izolirane su Gram-negativne bakterije:
Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Enterobacter, Lampropedia, Moraxella,
Pseudomonas i Gram-pozitivne bakterije: Bacillus, Micrococcus, Microlunatus,
Staphylococcus, Streprococcus (Gebremariam i sur., 2011; Hrenovi¢, 2011; Seviour i sur.,
2003).

2.4.2.1. PAOs
Vrste roda Acinetobacter smatraju se biokemijskim modelima EBPR procesa (Gebremariam i

sur., 2011; Hrenovié¢, 2011). Istaknuto je (Gebremariam i sur., 2011) da polifosfat
akumiliraju¢e Accumulibacter vrste predstavljaju 20% ukupne bakterijske populacije i imaju
vise od 70% fosfor akumulirajuc¢e aktivnosti. U drugim istrazivanjima je istaknuto da u
ukupnoj populaciji mikrobne zajednice Accumulibacter sacinjavaju 7-12% (4 australijska
postrojena) (Saunders i sur., 2003), 5 do 22% (3 njemacka postrojenja) (Kong i sur., 2004), 7-
17% (4 japanska postrojenja) (Chua i sur., 2006), 6-16% (7 nizozemskih postrojenja) (Lopez-
Vazquez i sur., 2008) i 40-70 % (5 postrojenja Sjedinjenih Americkih Drzava) (He i sur.,
2008). Acinetobacter ukljucuju vrste: A. baumanii, A. baylyi, A. bouvetii, A. calcoaceticus, A.
gerneri, A. jonsonii, A. junii, A. Iwoffi, A. tandoii, A. tjernbergiae, A. towneri (Hrenovic,
2011). Zbog sposobnosti akumuliranja polifosfata A. junii sluzi kao modelni organizam za
proucavanje metaboliCke energije, enzima koji sudjeluju u metabolizmu polifosfata i

membranskog transporta u EBPR organizmima (Gebremariam i sur., 2011).



Najveci broj bakterija iz reda Betaproteobacteria, a manju ali svejedno znacajnu koli¢inu
bakterija iz reda Actinobacteria, Alphaproteobacteria i Gammaproteobacteria su
kombinacijom FISH analize i kemijskog oznacavanja u aktivnom mulju detektirali Wong i
sur. (2005). Znacajan je i broj fosfat akumulirjuéih vrsta iz roda Tetrasphaera koji ukljucuje
T. japponica, T. australiensis, T. elongate, T. vanveenii, T. jenkinsii, T. veronensis
(Gebremariam i sur., 2011). Tehnikama molekularne biologije kao §to su FISH, kloniranje i
direktno sekvencioniranje ribosomske RNA, odredena je prisutnost bakterija iz roda
Rhodocyclus u sustavu s EBPR svojstvima u znaéajnoj koli¢ini naspram ostalih bakterija
prisutnih u aktivnom mulju te je pokazano da Rhodocyclus spp. posjeduje kljucne osobine
metabolizma PAQO; (Hesselmann i sur. 1999; Bond i sur. 1995).

2.4.2.2. GAOs
Oehmen i sur. (2007) naglasavaju vaznost glikogen akumuliraju¢ih organizama (GAOs) (eng.

Glycogen Accumulating Organisms). GAOs su definirani kao organizmi koji u aerobnim
uvjetima nakupljaju glikogen, a u anaerobnim uvjetima ga trose kao primarni izvor energije i
za akumuliranje PHA. Ove bakterije rastu u aktivnom mulju u istim uvjetima kao PAQO;,
konkuriraju im za supstrat, ali nemaju sposobnost akumulacije poli-P. Na taj nac¢in smanjuje
se broj PAQO;s i u¢inkovitost EBPR sustava (Oehmen i sur., 2005).

Istrazivanjem EBPR muljeva loSijih karakteritika, Crocetti 1 sur. (2002) su dizajnirali nove
FISH probe kojima su detektirane bakterije reda Gammaproteobacteria. Identifikacijom
GAO; fenotipa ti su organizmi nazvani Candidatus Competibacter phosphatis.

Povezanost izmedu prisutnosti velikih nakupina Competibacter u mulju i malih koli¢ina
otpustenog fosfora u odnosu na potrosnju VFA potvrduje da Competibacter konkurira PAOs u

anaerobnom asimiliranju VFA u EBPR procesima (Gu i sur., 2005; Saunders i sur., 2003).

2.4.2.3. DPAOs
U aktivnom mulju mogu biti prisutne i P-akumulirajuée denitrificirajuce bakterije (DPAO:s).

U anoksi¢nim uvjetima DPAQOs umjesto Kisika Kkoriste nitrate kao akceptor elektrone za
dobivanje energije i akumulaciju poli-P i tako istovremeno uklanjaju nitrate i fosfate iz
otpadnih voda (Jena i sur., 2016; Wang i sur., 2012; Zhou i sur., 2012). Simultanom
denitrifikacijom, nitrifikacijom i uklanjanjem fosfora, DPAQ; trose manje ugljika, proizvode
20-30% manje biomase, $to rezultira manjim koli¢inama nastalog mulja, koriste potencijalno
inhibirajuée nitrate/nitrite, 1 Smanjuju potrebu za aeracijom (Guo i sur., 2011; Kuba i sur.,
1994).



Iz aktivnog mulja anaerobno/anoksi¢nog sustava s EBPR svojstvima izolirani su rodovi
bakterija koji mogu koristiti nitrat kao terminalni akceptor elektrona i akumulirati P:
Aeromonas, Agrobacterium, Aquaspirillum, Corynebacterium, Haemophilus, Ochrobactrum,

Pseudomonas, Shewanella i Xantomonas (Merzouki i sur., 1999).

2.5. Cimbenici procesa nitrifikacije, denitrifikacije i uklanjanja fosfora

Brojni ¢imbenici imaju ucinka na ucinkovitost vodenja EBPR proces, poput: prisutnost
nitrita/nitrata u anaerobnoj fazi (Kuba i sur., 1994), prevelika koncentracija kalcija i
magnezija, prevelika aeracija, kompeticija izmedu PAOs i GAOs. Meduodnose PAOs i GAO,
definiraju koncentracija supstrata u pritoku, prisutnost Zzeljeza, razina otopljenog Kisika i
starost mulja, a tri najznacajnija faktora su temperatura, pH i izvor ugljika (Wang i sur., 2009;
Oehmen i sur., 2005).

25.1. Temperatura

Ucinkovitost EBPR sustava je proporcionalna poveéanju temperature. Pri temperaturi ispod
20 °C reducira se ili inhibira unos fosfata, te je predloZzena optimalna temperatura 24-37 °C.
Neka istrazivanja pokazala su da su EBPR sustavi stabilni i u¢inkoviti u rasponu temperature
5-30 °C. PAO; preferiraju nize temperature (5 °C) i dokazana je bolja u¢inkovitost uklanjanja
P, a pokazalo se da GAOs nadvladava PAOs pri >20 °C (Gebremariam i sur., 2011; Oehmen i
sur., 2005).

Optimalna temperatura za odvijanje nitrifikacije je izmedu 25 i 30 °C (Metcalf i Eddy, 2003),

So sugerira da se oksidacija amonijaka i uklanjanje fosfata moze odvijati istovremeno.

25.2. pH

Proces odvijanja nitrifikacije inhibira se pri pH>8,5 (raste koncentracija OH") ili pri pH< 7
(raste koncentracija H"). Optimalna pH vrijednosti za proces nitrifikacije je izmedu pH 7 i pH
8,5 (Henze i sur., 2008). Metcalf i Eddy (2003) navode da je optimalna pH vrijednost za
proces nitrifikacije 7,2. U sustavima s uklju¢enom denitrifikacijom pH nema znacajnog
utjecaja na odvijanje nitrifikacije. U anoksi¢noj zoni limitirano je smanjenje pH jer se trose
nitrati i nitriti dobiveni nitrifikacijom. Denitrifikacijom se moze kontrolirati pH vrijednost
nitrificiraju¢ih/denitrificirajucih sustava (Henze i sur., 2008).

U brojnim istrazivanjima zamijetilo se da povec¢anjem pH sa 7,0 na pH 8,0 raste broj PAOq
(Accumulibacter), a smanjuje se koncentracija GAOg (Gebremariam i sur., 2011; Oehmen i



sur. 2007; Oehmen i sur. 2005). U alkalnom okruZenju organizmi trebaju viSe energije za
unos supstrata, a koja se osigurava hidrolizom poli-P (Jena i sur., 2016).

Zhang 1 sur. (2005) uocili su u EBPR sustavima promjenu u mikrobnom sastavu i gubitak
sposobnosti uklanjanja fosfora kod pH<7,0 pri pH 6,5. Testovima provedenim u aerobnim
uvjetima pokazalo se da pri pH<6,5 smanjuje se unos fosfata, oksidacija PHA i rast biomase
Sto ukazuje da visi pH pogoduje rastu PAOs (Oehmen i sur., 2007).

U anaerobnim uvjetima kod visih pH vrijednosti dolazi do brzeg otpustanja fosfata u okolni
medij (Jena i sur., 2016). Brzina anaerobnog otpustanja fosfora u odnosu na unos acetata
varira izmedu 0,25 i 0,75 P-mol/C-mol, dok pH vrijednost raste od 5,5 do 8,5. Brzina
otpustanja fosfata povecava se pri viSim pH vrijednostima (Oehmen i sur., 2007).

Kod GAO; s povecanjem pH vrijednosti smanjuje se unos acetata. Vise pH vrijednosti
negativno utje¢u na sposobnost GAOS za KkoriStenje acetata jer GAOs nemaju rezerve
polifosfata kao PAO; (Oehmen i sur., 2007).

Brojnim istraZivanjima potvrdena je ovisnost pH o uspjesnosti odvijanja EBPR procesa.
Vrijednost pH>7,0 uglavhom pogoduje PAOs populaciji i olaksava inhibiciju nepozeljne
GAO; kulture, ¢ija prisutnost otezava odvijanje EBPR. Kao granica povisenja pH navodi se
pH 8,0 nakon ¢ega nastupa otezano uklanjanje fosfora i nakupljanje VFA i fosfata (Oehmen i
sur., 2005; Schuler i Jenkins, 2002).

2.5.3. lzvor ugljika

Za EBPR sustave osiguravaju se veCe koncentracuje KPK (kemijska potrosnja kisika) u
pritoku, nego u konvencionalnim postrojenjima jer EBPR organizmi skladiSte produkte koji
zahtijevaju zasebne izvore ugljika za sintezu. Preporuca se da omjer VFA i fosfora odnosno
KPK i fosfora bude 14 odnosno 16 u dovodnim vodama kako bi se postigla niska
koncentracija fosfora u obradenoj vodi. Neki autori navode da visoki omjeri KPK i fosfora
mogu limitirati unos fosfora te potaknuti proliferaciju GAOs. Kako bi se izbalansirali ovi
uvjeti predlozeno je da acetat-KPK/fosfat bude priblizno 10 kako bi se postiglo visoko
uklanjanje fosfora, a izbjegnule limitacije ugljikom i fosforom.

Pokazalo se da i tip izvora ugljika utjeCe na uspjesno provodenje EBPR. Dodatak propionata
ili acetata utjece na proliferaciju GAOs (Barat i sur., 2008; Oehmen i sur., 2005). PAO brzo
metaboliziraju i propionat i acetat, dok GAOs moraju prilagoditi metabolizam na ove izvore
ugljika. Glukoza je jo$ jedan izvor ugljika koji utje¢e na kompeticiju medu PAOs i GAO; pa
tako moze povecati proliferaciju GAO; i omesti uklanjanje fosfora. Druga istrazivanja pak

pokazuju da glukoza inducira uklanjanje fosfora ako je jedini izvor ugljika u sustavu (Oehmen
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i sur., 2005). Gebremariam 1 sur. (2012) su nakon niza pokusa s razli¢itim omjerom acetata i
glukoze zakljucili da do limitacije unosa fosfora i denitrifikacije dolazi kod 100%-tnog udjela
glukoze u supstratu. Dodatkom jednakih koli¢ina glukoze i acetata efikasnije je uklanjanje
fosfora i sustav je stabilniji u odnosu kad je samo acetat izvor ugljika (Gebremariam i sur.,
2011).

2.5.4. Kisik (aeracija)

Za odvijanje nirifikacije dovoljno je 2 mg O, L, iako se navodi koncentracija otopljenog
kisika izmedu 3 i 7 mg O, L™ (Metcalf i Eddy, 2003). Yuan i Gao (2010) u eksperimentima s
granuliranim muljem navode da se pri 1,0 mg O, L™ uklanja najvise dusika, 94,88 %. Henze i
sur. (2008) navode da visoke koncentracije otopljenog kisika, vise od 33 mg O, L™ ne utjecu
na odvijanje nitrifikacije. Medutim, niske koncentracije reduciraju odvijanje nitrifikacije.
Koncentracija otopljenog kisika (DO eng., Dissolved oxygen)) utjece na kompeticiju PAOs —
GAO;. Pri koncentaciji otopljenog kisika 2,5-3,0 mg L™ raste broj PAOs vrsta. Pri niskim
vrijednostima koncentracije otopljenog kisika uocava se obilje Accumulibacter, dok se
smanjuje broj vrsta iz Competibacter (GAOs) (Oehmen i sur., 2007).

Guo i sur. (2011) navode da je za uspjeSnu istovremenu nitrifikaciju i denitrifikaciju uz
uklanjanje P nuZna niska koncentracija otopljenog kisika, 0,1-0,6 mg O, L™ u prva dva sata
vodenja procesa.

Pokazalo se da aerobni uvjeti uzrokuju stresno stanje za DPAQOs. U dugotrajnim aerobnim
uvjetima trend unosa fosfata se inhibira te dolazi do otpustanja fosfata u medij. Jena i sur.
(2016) navode da je razlog tome limitacija nitratom jer dominantna mikroflora ne moze
koristiti kisik kao akceptor elektrona pa zato raskida rezerve polifosfata kako bi osigurala

energiju za odrzavanje.

2.5.5. Nitriti/FNA

Nitritt su meduprodukti nitrifikacije/denitrifikacije te je moguce njihovo nakupljanje u
reaktoru. UocCeno je da je aerobno-anoksi¢no uklanjanje fosfora inhibirano prisutnoséu
dusikaste kiseline (FNA, eng. Free Nitrous Acid) tj. protoniranog oblika nitrita (Pijuan i sur.,
2010; Zhou i sur., 2008). Akumulacijom nitrita u anoksi¢noj fazi povecava se populacija
Competibacter $to navodi da to moze biti faktor koji pospjesuje brzi rast GAOs nad PAOs jer

je brzina rasta PAO; inhibirana u prisutnosti nitrita (Oehmen i sur., 2007).
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2.5.6. Nitrati

Nitrati u anaerobnoj fazi obrade otpadne vode pri simultanoj denitrifikaciji i uklanjanju
fosfora mogu dovesti do naruSavanja procesa jer se denitrifikanti i PAOs natjecu za izvor
ugljika. U pokusima He i sur. (2010) nitrat je anaerobno dodavan zajedno s acetatom kako bi
se odrzala koncentracija 10 mg L™" NO3-N tijekom 35 dana. Primijeéeno je smanjenje ukupne
Candidatus Accumulibacter kulture uzrokovano duZem izlaganju nitratu u anaerobnim
uvjetima. Osim utjecaja na PAOSs, anaerobna prisutnost nitrata ima utjecaj i na denitrifikante
(Guerrero i sur., 2011). Primjenom DPAOs u anaerobno/anoksi¢no/aerobnim (A”0) uvjetima
moguce je koegzistiranje PAO; s denitrifikantima i s nitratom bez inhibicija EBPR procesa
(Guerrero i sur., 2012).

2.5.7. loni

Za stabilizaciju 1 neutralizaciju negativnog naboja polifosfata nuzna je prisutnost nekoliko
kationa. Spektroskopijom X-zrakama otkrivena je prisutnost Mg®*, Ca?* i K* u razli¢itim
koli¢inama koja ovisi o dostupnosti u okolini (Seviour i sur., 2003).

Ako koncentracija fosfora u vodenom mediju naraste iznad odredene razine, do¢i ¢e do
talozenja koje ovisi o koncentraciji kalcija i pH vrijednosti. Kalcij limitira odvijanje EBPR
procesa. Kod visokih koncentracija kalcija smanjuje se koncentracija polifosfata u koli¢ini u
kojoj se VFA uzimaju iz okoline. Kalcij sudjeluje u stabilizaciji sintetiziranog polifosfata, ali
moze uzrokovati talozenje fosfata van stanice. Kalij i magnezij vazni su za odrzavanje
unutarstani¢ne ravnoteze i zajedno s fosforom se transportiraju u i van stanice. (Barat i sur.,
2008). Nekoliko istraZivanja navodi da samo Mg”" ioni igraju znagajnu ulogu u stabilizaciji
EBPR i poveéanjem dostupnosti Mg posljedi¢no se pove¢ava akumulacija fosfata (Seviour i
sur., 2003).

2.6. lzvedbe sustava za nitrifikaciju i denitrifikaciju uz uklanjanje fosfora

Za ucinkovito uklanjanje dusika i fosfora mulj mora cirkulirati kroz neaerirane (anoksi¢ne i
anaerobne) i aerobne faze. Denitrifikacija se odvija u neaeriranoj ali mijeSanoj zoni u koju se
reciklacijom uvodi prethodno nitrificirana mijesana podloga iz aerobne faze. Postoje izvedbe
sustava u kojima nitrifikaciji prethodi denitrifikacija, a neki od njih su sustav s 4 faze

Bardenpho, modificirani Ludzak Ettinger sustav (Henze i sur., 2008).
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Prilikom uklanjanja fosfora u anaerobnoj fazi PAOs unose VFA, pretvaraju ih u PHA, a
pritom se fosfor ispusta iz stanica. Tijekom oksidacije amonijaka dolazi do nakupljanja

nitrata/nitrita uz pohranu fosfora u obliku poli-P.

2.6.1. Nitrifikacija s naknadnom/prethodnom denitrifikacijom

U sustavu nitrifikacije s naknadnom denitrifikacijom nitrifikacija se odvija u aerobnom
reaktoru, prvom u slijedu, te se denitrifikacija odvija u anoksi¢nom reaktoru. MijeSana
suspenzija mulja 1 obradene vode dospijeva u taloznik iz kojeg se istalozeni mulj recilkira u
aerobni reaktor. U anoksi¢nim reaktorima dolazi do nakupljanja amonijaka (liza stanica) koji
utjeCe na uklanjanje ukupnog dusika iz sustava. Kako bi se koncentracija amonijaka u
reaktoru 1 efluentu smanjila na minimalne cesto se izmedu anoksi¢nog reaktora i taloZnika
postavlja aerobni reaktor u kojemu se ujedno i stripira N, iz tekuce faze (Henze i sur., 2008).
U sustavu nitrifikacije uz prethodnu denitrifikaciju otpadna voda dospijeva u anoksi¢ni
reaktor - denitrifikacija, potom u aerobni reaktor - nitrifikacija, te u taloznik. Voda sa nitratom
se vraca iz aerobnog nitrificirajuc¢eg reaktora unutranjom reciklacijom u denitrificirajuci u koji
se radi i povrat mulja vanjska reciklacija iz taloznika. Ovim sustavom nije moguce u
potpunosti ukloniti nitrate jer se u prvi reaktor ne reciklira cijeli sadrzaj iz aerobnog reaktora,
vec¢ dio nitrata odlazi s efluentom van sustava (Henze i sur., 2008).

Prethodna denitrifikacija temelji se na uspostavi anoksi¢ne faze prije aerobne nitrifikacije
kako bi se mulju iz anaerobne faze omogucile dovoljne koli¢ine NOx-N (NO3-N + NO, -N).
U poboljsanom Ludzack-Ettinger sustav se dodatkom anaerobnog reaktora na po¢etak procesa
omogucilo poboljSano uklanjanje fosfora uz uklanjanje duSika (Henze 1 sur., 2008). U
anaerobnom-anoksi¢nom-oksi¢nom procesu (A0, eng. Anaerobic-Anoxic-Oxic) povratni
aktivni mulj vra¢a se na pocetak u anaerobnu fazu. U anaerobnom reaktoru dolazi do
otpustanja fosfora koji se nakupio u aerobnoj fazi te se poslije moze ukloniti na odredeni
nacin. Takoder, direktnim vracanjem mulja u anaerobnu fazu osigurali su se izvori ugljika za

odvijanje denitrifikacije u sekundarnom reaktoru (Metcalf i Eddy, 2003).

2.6.2. Bardenpho sustav

Bardenpho sustavom s 4 stupnja poboljSano uklanjanje nitrata postignuto je uvodenjem
sekundarnog anoksi¢nog reaktora u kojem se odvija denitrifikacija i dobiva efluent bez
nitrata. U ovom sustavu nakon sekundarnog anoksi¢nog reaktora nalazi se aerobni reaktor koji
sluzi za uklanjanje plinovitog duSika, ali i odvijanje naknadne oksidacije amonijaka

otpustenog tijekom denitrifkacije (Henze i sur., 1997).
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Dodatkom anaerobnog reaktora na pocetak procesa dobiva se Bardenpho sustav u 5 faza
kojim je uz potpuno uklanjanje NO postignuto poboljsano uklanjanje fosfora (Slika 3).
Modificirani Bardenpho sustav reducira nitrate dovoljno da nitriti tijekom recikliranja mulja u

anaerobni reaktor ne remete postignuti niski redoks potencijal koji je nuzan za oslobadanje P.

Anaerobm Pmalfn Aerobni Selamdarni Reakt_gr za
reaktor anoksiéni reaktor anoksifni  aeraciju
reaktor reaktor
Reciklacija Odwvodnja
podloge otpada
Pritok | Taloznik 4,04
—> —» —> \?’—P
Reciklacija mulja

Slika 3. Bardenpho sustav u 5 faza (Henze i sur., 2008)

2.6.3. PhoStrip proces

U PhoStrip procesu (Slika 4) dio recikliranog aktivnog mulja preusmjerava se u spremnik za
stripiranje u kojem se otpusta fosfor, a hlapljive kiseline se skladiSte u obliku PHA kada se
isklju¢i dovod zraka. Nakon §to se mulj slegne u spremniku za stripiranje vra¢a se u sustav, a
u supernatant se dodaju kemikalije, najceS¢e vapno za talozenje otpuStenog fosfora. 1z
taloznika se uklanja fosforom bogat mulj, a supernatant se vraca na pocetak (Metcalf 1 Eddy,
2003). U aerobnom rektoru potic¢e se aktivni mulj da uzima otopljeni fosfor u koli¢ini vecoj

nego S$to mu je potrebna za rast.

Aerobni
Primarni reaktor Sekundarni
Pritok :.alozmk _ tﬂgﬂﬂ‘v Odved
Krutine | Otpad
A >
.................... s ..
Ac
4—@4—— —
Supematant Spremnik za
T stripiranje

Fosforom bogzati mulj LuZma

Slika 4. PhoStrip proces (Henze i sur., 2008).
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2.6.4. Proces biolosko-kemijskog uklanjanja dusika i fosfora

Proces biolosko-kemijskog uklanjanja fosfora i duSika (BCFS, eng. Biological-Chemical
Phosphorus And Nitrogen Removal Process) (Slika 5) razvijen je za uklanjanje fosfora,
stabilizaciju mulja i optimiranje procesa uklanjanja dusika. U ovom sustavu dodano je trece
recikliranje iz aeriranog reaktora u anoksi¢ni kako bi se postigla bolja denitrifikacija, a ujedno
1 bolje kontrolirala koncentracija amonijaka i nitrata u efluentu. Iz anoksi¢nog reaktora mulj
recirkulira u anaerobni reaktor. U anaerobnom reaktoru odvija se kemijska obrada mulja. U
anaerobnim uvjetima nakupljeni polifosfati se hidroliziraju i otpustaju iz stanice (Popel i
Jardin, 1993). Mulj se slegne na dno tanka, a supernatant se podvrgava kemijskoj obradi. Za
kemijsko uklanjanje fosfora i dusika koristi se magnezij-amonijak-fosfat (MAP). MAP talog
se moze reciklirati tako $to se zagrije i na taj nacin istisne amonijak, a magnezij-fosfat se
ponovo koristi. Fosfor se moze istaloziti 1 vapnom. Doziranje kemikalija mora biti pazljivo
kako se ne bi narusila efikasnost EBPR procesa uslijed nedostatka fosfora za PAOg (Hao i van
Loosdreecht, 2006; Britton i sur., 2005; Booker i sur., 1999).

Anaerobni Primarni Sekundarmi  Izmjeniivi A erghpg

realtor anoksiém anoksiéni aerobmni reaktor
reaktor reaktor reaktor .
Reciklacyja Reciklacyja Odvodnja
otpada
Taloinik Odvod
. i»
Recirkuliranje mulja

Slika 5. Sustav za bioloSko-kemijsko uklanjanje dusika i fosfora (Henze i sur., 2008)

2.7. Granulirani aerobni mulj

Uporaba granuliranog aerobnog mulja u uklanjanju N i P smatra se obecavaju¢om
tehnologijom u obradi otpadnih voda (Huang i sur., 2015; Coma i sur., 2012). Prednosti
granuliranog mulja nad flokuliranim muljem su: bolja taloZivost, visoka koncentracija
biomase, bolja adaptacija na organski optere¢enu otpadnu vodu i Sokove tijekom pritoka
(Huang i sur., 2015; Liu i Tay, 2004). Zbog limitiranog prijenosa kisika kroz granule mulja

stvaraju se anoksi¢ne i1 aerobne zone (Coma 1 sur., 2012). Anoksi¢ni uvjeti unutar granula
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omogucuju simultanu nitrifikaciju i denitrifikaciju i tako koegzistiranje nitrificiraju¢ih i
denitrificirajucih bakterija (Yan i sur., 2016).

Liu i Dong (2011) istaknuli su da se dodatkom granulirane biomase poboljSavaju procesi
denitrifikacije 1 uklanjanja fosfata. Obogacivanjem granuliranog mulja DPAOs kulturom
eliminiraju se moguci Stetni utjecaji zbog nakupljene polimerne ekstracelularne jezgre.

Model strukture viseslojnog granuliranog mulja prikazan je slikom 6.

- NO;
Nu;‘-"
r
J'
. PAO/GAO zona
Ve
/ I:I PAO zona
AOs - Anorganska jezgra
DGAOS
N —= Pretvorba
* z
.\.x__ = - 2> Difurija
N P . (PAOImale kolicine)
K
£’
ra
N b

Slika 6. Model strukture viseslojnog granuliranog mulja (Sheng i Yu, 2006).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Aktivni mulj

Aktivni mulj je podrijetlom iz uredaja za biolosku obradu otpadne vode grada. Mulj je nizom
naizmjenicnih pokusa nitrifikacije u aerobnim uvjetima 1 denitrifikacije u anoksi¢nim
uvjetima uz vanjski izvor ugljika (natrijev acetat) aklimatiziran za uklanjanje N i P.

Koncentracija aktivnog mulja je iznosila 4,3 g MLSS L™

3.1.2. Priredena otpadna voda

Za sve pokuse uporabljena je otpadna voda priredena otapanjem soli, u kojoj je izvor NH4-N
osiguran iz 2 g (NH4),SO4/L a raspoloziva koli¢ina organskih spojeva u odredenom
odabranom omjeru C/N je ostvarena dodatkom natrijeva acetat (raCunato prema pocetnoj

koncentraciji NH4-N).

3.1.3. Aparatura za aerobno uklanjanje N i P

Pokusi su vodeni Sarzno, u reaktoru radnog volumena 1 L, s aklimatiziranim aktivnim
muljem, pri ambijentalnim uvjetima temperature, 20+1 °C.

Reaktori su opremljeni sustavom za prozracivanje tako da jeu reaktor iz kompresora
dobavljan zrak preko sintera smjestenog na dnu reaktora, a prozrac¢ivanjem je osiguran dobava
otopljeni Kkisik i mjesanje sadrazaja u reaktoru.

Koncentracija otopljenog kisika, pH vrijednost i temperatura su motreni pomoc¢u Kisikove
elektrode DurOx i mjernog aparata WTW 3210 Oxi i pH elektrode WTW SenTix 41 i
mjernog aparata WTW 330i.

Kroz vremenski tijek u odredenim razmacima uzimani su uzorci pipetom i filtrirani kroz filper

pair veli¢ine pora 45 pm i u filtratu bila je odredivana koncentracija ukupnog N, NH;'-N,
NO3-N, NO;-N, PO,*-P i KPK.
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3.2. Metode

Pokusi u kojima je istrazen ucinak organskog opterecenja na aerobno uklanajanje N i1 P
provedeni su kao diskontinuirani. U laboratorijski bioreaktor dodan je aktivni mulj i
odgovarajuca kolic¢ina proredene otpadne vode i natrijev acetat za odabrani omjer C/N .

Na pocetku pokusa duSikovih oksida je bilo < 15,3 mg NO3-N Li<5,5 mg NO, -N L™

3.2.1. Fizikalno-kemijske analiticke metode

Uzorci su uzimani periodi¢no iz reaktora, u odredenim vremenskim intervalima, filtrirani kroz
filter papir veli¢ine pora 0,45 um te su analizirani KPK, N total, NH, -N, NO3™-N, NO,-N i
PO,*-P.

3.2.2. Odredivanje koncentracije fosfata

Fosfat u obliku ortofosfata (PO,>-P) odredivan je pomocu Spectroquant 1.14842 seta tvrtke
Merck (Njemadka) za podrudje raspona koncentracije od 1-30 mg PO, -P L. Metoda se
bazira na reakciji iona ortofosfata s amonijevim vanadatom i amonijevim heptamolibdatom
pri ¢emu nastaje Zzuto obojena, molibdovanadat fosforna kiselina. Koncentracija
molibdovanadat fosforne kiseline odreduje se fotometrijski.

Postupak: 5 mL prethodno profiltriranog i po potrebi destiliranom vodom razrijedenog uzorka
u granicama koncentracijskog raspona metode otpipetira se u staklenu kivetu. Zatim se doda
1,2 mL PO,-1 reagensa. Kiveta se dobro zatvori i promucka. Tijekom 10 minuta nastaje zuto

obojenje i izmjeri se apsorbancija u fotometru.

3.2.3. Odredivanje koncentracije nitrata

Odredivanje NO3-N provedeno je pomoc¢u Merck Spectroquant 1.14773 seta za podrucje
koncentracije 0,5-20 mg NO3-N L. Metoda odredivanja temelji se na reakciji nitratnih iona
u sumpornoj kiselini s derivatom benzojeve kiseline pri cemu nastaje crveni nitro spoj koji se
odreduje 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¢ica NO3-1
reagensa. Kiveta se potom dobro zatvori i mucka dok se reagens ne otopi u uzorku. Zatim se

dodaje 5 mL koncentrirane sumporne kiseline, dobro zatvori kiveta i promucka pri ¢emu
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dolazi do zagrijavanja uzorka. Reakcija se odvija 10 minuta nakon cega se izmjeri

apsorbancija crvenog obojenja.

3.2.4. Odredivanje koncentracije nitrita

Metoda odredivanja nitrita, pomo¢u Merck Spectroquant 1.14776 seta, temelji se na reakciji
nitrita sa sulfanilnom kiselinom uz nastanak diazonijeve soli, koja reagira s N-(1-naftil)
etilendiamin dihidroklorom i tvori crveno-ljubiastu azo boju. Metoda je u rasponu
koncentracija od 0,02 do 1,00 mg NO,-N L. Obojenje se mjeri fotometrijski.

Postupak: U staklenu kivetu otpipetira se 5 mL uzorka (prethodno profiltriranog i po potrebi
razrijedenog s destiliranom vodom do koncentracijskog raspona metode) i doda se jedna
Zli¢ica praSkastog NO,-1 reagensa. Zatvori se kiveta i mucka dok se reagens ne otopi u

uzorku. Nakon 10 minuta izmjeri se apsorbancija.

3.2.5. Odredivanje koncentracije amonijaka

Postupak: Uzme se uzorak, profiltrira se kroz grubi filter papir. U odmjernoj tikvici od 50 mL
pripremi se otopina masene koncentracije unutar zadanog mjernog podruéja (1-3 mg LY.
Potom se dodaju 2 kapi K-Na tartarata i 1 kap Nesslerova reagensa (otopina Hgl, u Kil).

Tijekom 10 min razvija se zuta boja. Izmjeri se apsorbancija.

3.2.6. Odredivanje kemijske potrosnje kisika (KPK)

KPK vrijednost predstavlja koli¢inu oksidansa koji se utrosi za oksidaciju organskih sastojaka
prisutnih u uzorku, tj. predstavlja utrosak kalijeva bikromata (K,Cr,O7) potrebnog za
oksidaciju organske stvari izraZene kao mg O, L. Za potpunu oksidaciju organskih spojeva
dodaje se srebrov sulfat (Ag.SO,) kao katalizator reakcije. Za spreCavanje oksidacije nekih
anorganskih spojeva, poput klorida, dodaje se zivin (IlI) sulfat (HgSO,). Visak kalijeva
bikromata titrira se otopinom feroamonijeva sulfata (FAS) ((NH4).Fe(SO,4),x6H,0) kao sto je
prikazano u jednadzbi [4].

6Fe?* + Cr,0%~ + 14H* - 6Fe3* + 2Cr3* + 7H,0 [4]

Zbog nestabilnosti otopine feroamonijeva sulfata potrebno je odrediti faktor otopine titracijom
standardne otopine kalijeva bikromata s feroamonijevim sulfatom prije odredivanja KPK.
Faktor otopine (f) je omjer volumena otopine K,Cr,0; + HgSO, i (NH,4),Fe(SO,4),x6H,0.
Odreduje se tako da se u staklenu kivetu otpipetira 2 mL destilirane vode i doda 1,2 mL
otopine kalijeva bikromata + HgSO, i 2,8 mL otopine Ag,SO,4 + H,SO,. Staklena Kiveta se

dobro zaepi, promucka i stavi na tamno mjesto da se ohladi. Nakon hladenja uzorak se titrira
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otopinom FAS uz dodatak feroin indikatora do promjene boje iz plavo/zelene u smede/crvenu.

Faktor otopine se ra¢una prema jednadzbi [5].

1,2

f== 5
Vfas [ ]

gdje je:

1,2 - volumen (mL) otopine K,Cr,07 + HgSO,

Vs - volumen (mL) FAS otopine utrosene za titraciju

Postupak: u staklenu kivetu otpipetira se 2 mL uzorka, doda 1,2 mL otopine K,Cr,0O; +
HgSO, i 2,8 mL otopine Ag,SO, + H,SO,. Staklena kiveta se dobro zatvori i promucka.
Kiveta se zatim spaljuje u termoreaktoru na 150 °C sat vremena. Nakon 1h kiveta se izvadi iz
termoreaktora i stavlja u tamu dok se ne ohladi na sobnu temperaturu. Kad se uzorak ohladi,
titrira se otopinom FAS (c = 0,1 mol/L) uz feroin kao indikator do promjene boje iz
plavo/zelene do smede/crvene. Slijepa proba priprema se isto kao uzorak, jedina je razlika Sto
se umjesto 2 mL uzorka dodaje 2 mL destilirane vode.

KPK vrijednost se ratuna prema jednadzbi [6].

[6]

KPK [mgOz] — (Vl—VZ)XCXfXBOOO

L

Vuzorka

gdje je:

Vi-volumen [mL] FAS utrosen za titraciju slijepe probe
Vo-volumen [mL] FAS utroSen za titraciju uzorka
c-koncentracija FAS (0,1 mol/L)

f-faktor otopine FAS

3.2.7. Odredivanje koncentrcije ukupnog dusika

Za odredivanje koncentracije dusika koristi se set br. 1. 14764 Spectroguant tvrtke Merck
(Njemacka). Metoda se temelji na pretvorbi organskog 1 anorganskog dusika u nitrate u
prisutnosti oksidiraju¢ih tvari u termoreaktoru. Nastali nitrati se s 2,6-dimetilfenolom
pretvaraju u 4-nitro-2,6-dimetilfenol koji je crveno obojen.

Postupak: u praznu kivetu se doda 10 mL prethodno profiltriranog uzorka, 1 kap R1 reagensa
(K2COs) te se kiveta dobro zatvori i promucka. Potom se u kivetu doda 6 kapi R2 reagensa
(K2S,0g). Priredeni uzorak kuha se u termoreaktoru na 120 °C jedan sat. Nakon kuhanja
kiveta se stavlja hladiti na tamno mjesto. Za 10 min uzorak se protrese. Nakon hladenja
uzorak se profiltrira se kroz grubi filter papir i po potrebi razrijedi do zadanog raspona

koncentracije metode. Apsorbancija se mjeri na 525 nm.
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3.2.8. Odredivanje koncentracije otopljenog Kisika

Koncentracija otopljenog kisika odredivana je pomocu kisikove elektrode DurOx i mjeraca
otopljenog kisika WTW Oxi3210. Instrument je prije upotrebe umjeren prema uputama
proizvodaca. Elektroda je tijekom trajanja procesa bila uronjena u bioreaktor te je vrijednost

koncentracije otopljenog kisika prikazana na zaslonu uredaja.

3.2.9. Odredivanje temperature
Temperatura je odredivana pomocu temperaturnog senzora s Kkisikove elektrode (WTW
Oxi3210 i DurOx) i pH elektrode (WTW 330i i SenTix41) oCitavanjem sa zaslona elektroda.

3.2.10. Odredivanje pH vrijednosti

Vrijednost pH mjerena je pH-metrom WTW 330i i pH elektrodom SenTix41. pH elektroda je
tijekom pokusa bila uronjena u bioreaktor te je o€itavana vrijednost prikazana na zaslonu pH-
metra. Svakodnevno je prije mjerenja pH vrijednosti provodeno umjeravanje elektrode
uranjanjem u pufer otopinu s pH 4 i 7. Nakon zavrSetka mjerenja elektroda je isprana

destiliranom vodom te Cuvana u zasi¢enoj otopini kalijeva klorida.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U posljednje vrijeme uredaji za obradu opadnih voda imaju prioritetan zadatak posti¢i visoku
ucinkovitost uklanjanja N 1 P iz otpadne vode s manjom potroSnjom energije.

U praksi se Cesto koriste procesi za istovremeno uklanjanje N i P iz otpadnih voda, koji se
baziraju na aktivnosti PAQs, nitrifikanata i denitrifikanata. Budu¢i da je PAO; potreban
organski ugljik za otpuStanje fosfata, a denitrifikantima za denitrifikaciju, u otpadnim vodama
koje imaju niski omjer KPK/N moze do¢i do manjka organskog ugljika potrebnog i za PAOs
unos ugljika i za denitrifikaciju denitrifikanata (Kuba i sur., 1994).

Biolosko uklanjanje dusika ukljucuje aerobnu nitrifikaciju, oksidaciju amonijaka preko nitrita
do nitrata, i anoksi¢nu ili anaerobnu denitrifikaciju, redukciju nitrata preko nitrita do
plinovitog dusika. EPBR procesom postiZe se biolosko uklanjanje fosfora, koje se temelji na
unosu fosfora pomocu PAOjs 1 unutarstanicnu pohranu PO, -Pu koncentracijama ve¢im nego
Sto su potrebne za stanicni metabolizam. PAO; djeluju u naizmjeni¢nim anaerobnim i
aerobnim/anoksi¢énim uvjetima. U ovim sustavima prisutni su i DPAOs koji istovremeno
uklanjaju nitrate iz sustava i skladiste fosfate (Metcalf i Eddy, 2003).

Kako se u bioloskom uklanjanju N i P ovisno o procesnim ¢imbenicima i1 uvjetima okolisa
zbivaju mikrobne reakcije, istrazen je ucinak raspolozivog bioloski razgradivog ugljika
(organsko opterecenje) na aktivnost pojedinih skupina mikroorganizama odgovornih za
ciljane bioloske procese nitrifikacije, denitrifikacije i bioloskog nagomilavanja fosfata.

S ciljem definiranja u¢inka organskog opterecenja na uklanjanje N i P, provedeni su pokusi u
kojima je istrazen ucinak izvora ugljika (natrijev acetat) dodan na pocetku svakog pokusa
prema zadanom odabranom omjeru C/N (prema pocetnoj koncentraciji NH, -N) na brzinu
bioloskih reakcija i u¢inkovitost procesa uklanjanja N i P.

Istrazeno je aerobno uklanjanje nutrijenata pocetne koncentracije 10,7-18,2 mg PO, -P L™
(14,5+3,8) i 48+1,3 mg NH4"-N L uz dodani natrijev acetat prema podetnoj koncentraciji
NH,;"-N za odabrane omjere C/N 1, 3, 4,5, 6 i 7 (Slike 7 — 14).
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Slika 7. Aerobno uklanjanje N i P pri omjeru C/N 1

Pri omjeru C/N 1, u pokusu aerobnog uklanjanja N i P, tijekom 3 sata, od pocetnih 132,9 mg
KPK L, 47,9 mg NH,*-N L™, 11,8 mg NO5-N L™ i 4,9 mg NO,-N/L i 17,8 mg PO, P L*
postignuto je 14,3% uklanjanje N, 48,3% uklanjanje P i 84% uklanjanje KPK (Slike 7 i 13).
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KPK je utrofen tijekom 1. sata pokusa, brzinom 952 mg KPK L*h™. Istovremeno s
oksidacijom KPK zbivala se oksidacija NH;'-N, koji je potpuno oksidiran tijekom 1,5 sati
pokusa pri Gemu je 47,9 mg NH,*-N L™ prevedeno u 28,2 mg NO3-N L™ i 19,1 mg NO,-N
L™, a daljnjim vodenjem pokusa u acrobnim uvjetima sav NO,-N je preveden u NOs-N te je
do kraja pokusa u 3. satu nakupljeno 34,7 mg NO5™-N L™

Tijekom nitrifikacije maksimalna vrijednost od 26 mg NO,-N L™ je nakupljena u 1,5. satu
pokusa, kada je sav NH,"-N oksidiran. Brzina oksidacije NH4 -N je iznosila 31,9 mg NH,"-N
(Lh)™ a brzina nitrifikacije 15,9 mg (Lh)™.

Uklanjanje P se odvijalo kontinuirano, istovremeno s procesima oksidacije KPK i NH;*-N, i
to brzinom od 2,9 mg PO,*-P (Lh)™. Iako je raspolozivi KPK (dodan na pocetku pokusa)
potpuno utrosen u 1. satu pokusa, uklanjanje PO,-P se odvijalo svih 3 sata pokusa (Slike 7 i
13).

Kisik se od pocetka procesa trosio za oksidaciju KPK i za oksidaciju NH4 -N, prilikom koje
se oslobadaju H" ioni koji snizuju pH. Nakon utroska veéine KPK (tijekom 0,5 sati pokusa)
od 0,5. sata pokusa zabiljezeno je blago povecanje koncentracije otopljenog Kisika koji se
sada tro§i uglavnom za proces oksidacije NH,*-N i iznosi oko 1 mg L. Nakon oksidacije
NH;*-N u 1,5. satu uo¢ava se znacajan porast u koncentraciji otopljenog kisika jer se sada
raspolozivi otopljeni kisik trosi za prevodenje NO2-N u NO3™-N (Slike 7 i 14).

Mikrobne rekacije razgradnje organskih sastojaka te oksidacije NH4 -H su vidljive i u profilu
pH vrijednosti. Tijekom 0,5 sati procesa pH raste do pH 7,8 zbog aerobne denitrifikacije.
Potom se pH snizava uslijed oslobadanja H™ iona tijekom nitrifikacije. Od 1,5. sata pH
pokazuje porast vrijednosti (Slike 7 i 14).
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Slika 8. Aerobno uklanjanje N i P pri omjeru C/N 3

U pokusu uklanjanja N i P u aerobnim uvjetima, pri omjeru C/N 3, od pocetnih 335,7 mg
KPK L™, 46,4 mg NH,"-N L™, 153 mg NOs N L™ 14,9 mgNO; N L™ i 18,2 mg PO,*P L™
postignuto je 33,3% uklanjanje N, 54,4% uklanjanje P i 92,4% uklanjanje KPK (Slike 8 i 13).

Pokus je proveden tijekom 3 sata.
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KPK je utrosen tijekom prvih 1,5 sati pokusa, a brzina uklanjanja KPK je iznosila 192,3 mg
KPK (Lh)™.

NH,"-N je oksidiran tijekom 2 sata pokusa, a oksidacija NH,"-N se odvijala sporije tijekom
prvih sat vremena pokusa uz istovremenu oksidaciju i KPK, i to brzinom od 14,2 mg NH,;"-N
(Lh)™, a idu¢ih sat vremena pokusa NH,*-N je oksidiran brzinom od 32,2 mg NH4*-N (Lh)™,
$to je rezultiralo sveukupnom brzinom oksidacije 23,2 mg NH,"-N (Lh)™. Brzina nitrifikacije
je iznosila 15,5 mg (Lh)™* (Slike 8 i 13).

Prvih sat vremena pokusa, dok se zbivala oksidacija KPK i oksidacija NH;"-N, odvijala se i
aerobna denitrifikacija. Naime, NOs-N se smanji od po&etnih 15,3 mg NOz-N L™ na 8,8 mg
NOs-N L™ tijekom 1. sata pokusa, a do kraja pokusa nitrifikacije, u 3. satu koncentracija je
iznosila 23,8 mg NOs-N L™, odnosno tijekom cijelog pokusa nakupljeno je 8,5 mg NOs- N
L™. Tijekom oksidacije NH4"-N zabiljeZeno je konstantno nakupljanje NOz-N koji vrhunac
od 20,2 mg NO,-N L™ dostizu u 2. satu pokusa, u to¢ki potpune oksidacije NH4*-N. Do kraja
pokusa provedbom potpune nitrifikacije sav NO,-N su potpuno oksidira i prevodi u NO3-N
(Slike 8 13).

Uklanjanje PO,>-P se odvijalo prvih sat vremena pokusa kada je uklonjeno 50,5% PO,*-P
brzinom 9,2 mg PO,*-P (Lh)*, a narednih dva sata pokusa zabiljezene su fluktuacije
vrijednosti, i do kraja pokusa je uklonjeno 54,4% PO,*-P. Brzina uklanjanja P iznosila je 3,3
mg PO,>-P (Lh)™ (Slike 8 i 13).

Koncentracija otopljenog kisika odrazava mikrobne reakcije prvo oksidacije KPK tijekom 1-
1,5 sati pokusa, nakon uklonjenog KPK zabiljeZen je porast koncentracije otopljenog kisika
koji je potom koristen za oksidaciju NH;'-N, a nakon potpune oksidacije NH,;"-N opet se
prepoznaje tocka porasta koncentracije otopljenog kisika koji se nadalje koristi za prevodenje
NO,-N u NOj3-N. Takoder, zavrsetak nitrifikacije se prepoznaje u profilu otopljenog kisika
opet u to¢ki porasta koncentracvije otopljenog kisika (Slike 8 i 14).

Profil pH takoder odrazava tijek mikrobnih reakcija, u 1. satu pH vrijednost dostize
maksimum, nakon &ega tijekom oksidacije NH,'-N pada pH vrijednost, a to¢ka zavrsetka
oksidacije NH,"-N i najveée koncentracije nakupljenog NO,-N se prepoznaje po porastu pH

vrijednosti. Nadalje je zabiljeZen lagani porast pH (Slike 8 i 14).
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Slika 9. Aerobno uklanjanje N i P pri omjeru C/N 4



U aerobnom uklanjanju N i P pri omjeru C/N 4 od pocetnih 492,2 mg KPK L™, 48,3 mg
NH,*-N L?, 9,8 mg NO3-N L*i 4,9 mg NO2-N L i 15,0 mg PO,>-P L™ tijekom 3 sata
pokusa, postignuto je uklanjanje 41,9% N i 60,7% P. To je ujedno i najvete postignuto
uklanjanje P, od svih istrazenih odabranih omjera C/N (Slike 9 i 13).

KPK se uklanjao brzinom 322,6 mg KPK(Lh)™ i tijekom 1,5 sati pokusa postignuto je 98,2%
uklanjanje (Slike 91 13).

Oksidacija NH;"-N se zbila istovremeno uz oksidaciju KPK, ujedna¢enom brzinom od 24,2
mg NH,"-N(Lh)™ i NH,*-N je potpuno oksidiran u 2. satu pokusa. Brzina nitrifikacije je
iznosila 16,1 mg (Lh)™. Tijekom nitrifikacije nakupljeno je 12 mg NOs-N L™, koji su se za
vrijeme oksidacije KPK prvih 1,5 sati pokusa nakupili sa po&etnih 9,8 mg NO5™-N L™ na 12
mg NO5™-N L, a do kraja pokusa u 3. satu su porasli na 21,8 mg NOs-N L™,

Pri omjeru C/N 4 vidljiva je jo§ izrazenija aerobna denitrifikacija, tako dok je bilo
raspolozivog KPK u reaktoru prevodenje NH;*-N u NO,-N+NO3-N nije zabiljezeno u
ekvivalentnoj koli¢ini dusikovih oksida. Maksimum NO,-N je ostvaren u 1. satu pokusa, 16,5
mg NO,-N L, i na kraju nitrifikacije, u 3. satu, potpuno je NO,-N preveden u NO3-N (Slike
9i13).

Veéina P, 56%, je uklonjena tijekom 1. sata pokusa i to brzinom 8,4 mg PO,*-P (Lh)™, a do
kraja pokusa u 3. satu postignuto je ukupno uklanjanje P 60,7%. Uklanjanje P se tijekom
cijelog pokusa odvijalo brzinom 3 mg PO,*-P (Lh)™ (Slika 9).

Profili pH 1 otopljenog kisika odrazavaju tijek mikrobnih reakcija i aktivnost pojedinih
skupina mikroorganizama. Koncentracija otopljenog kisika je u prvih 1,5 sati pokusa iznosila
0,7 mg L™ tijekom intenzivne oksidacije KPK i oksidacije NH4*-N, nakon koje je uslijedio
porast koncentracije otopljenog kisika na 1 mg L™ u 1,5. satu tijekom daljnje oksidacije
NH;"-N. Zavrsetak oksidacije NH, -N opet se prepoznaje u profilu otopljenog kisika u tocki
porasta otopljenog kisika koji se nadalje uporabljeuje za potpunu nitrifikaciju odnosno
prevodenje NO,-N u NO3-N (Slike 9 i 14). Potpuna nitrifikacija se u profilu otopljenog
kisika prepoznaje tockom porasta vrijednosti otopljenog kisika (Slike 9 i 14).

pH vrijednost raste tijekom 1,5. sata vodenja procesa i dostigla je svoj maksimum 8,5.
Tijekom narednih pola sata uocava se pad pH vrijednosti. Nakon 2. sata ponovo su

zabiljezene vise pH vrijednosti (Slike 9 i 14).
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Slika 10. Aerobno uklanjanje N i P pri omjeru C/N 5

Uklanjanje N 1 P u aerobnim uvjetima, uz raspolozive organske sastojke dodane za odabrani
omjer C/N 5, tijekom 3 sata pokusa, rezultirala 35,4 % uklanjanjem N, 58,5% uklanjanjem P i
96,4% uklanjanjem KPK (Slike 10 i 13), od pocetnih 633,4 mg KPK L?, 49,3 mg NH,"-NL™,
13,2mg NOz-N L i 52 mg NO,-N L™ i 14,7 mg PO,>-P L.
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Uklanjanje KPK brzinom od 358,3 mg KPK (Lh)™ provedeno je tijekom 1,5 sati pokusa, a
istovremeno se zbila i oksidacija NH,'-N, koja je zavrsila u 2. satu pokusa (Slike 10 i 13).
Brzina oksidacije NH,™-N je iznosila 24,7 mg NH,"-N (Lh)?, a brzina nitrifikacije 16,4 mg
(Lh)™. Tijekom oksidacije NH4"-N, nakupljali su se NO,-N uz maksimum vrijednosti u 1,5.
satu pokusa i iznosili su 25 mg NO,-N L™, a do kraja pokusa u 3. satu pokusa potpuno su
prevedeni u NO3™-N. Istovremeno, tijekom prva dva sata pokusa akumulirano je 5 mg NO3™-N
L™, a u idu¢ih sat vremena pokusa jos 8,6 mg NO3-N L™, sto je sveukupno ¢inilo 13,6 mg
NO3-N L na kraju nitrifikacije (Slike 10 i 13).

Vecina P, i to 55,8 % P je uklonjeno tijekom prvih 1,5 sati pokusa brzinom 5,5 mg PO,>-P
(Lh)™, istovremeno sa uklanjanjem KPK. Do kraja pokusa u 3. satu uklonjeno je sveukupno
58,5% P brzinom 2,9 mg PO,*-P (Lh)™ (Slike 10 i 13).

I u ovom pokusu zabiljezen je znacajan utroSak otopljenog kisika tijekom oksidacije KPK i
NH,"-N, a daljnja vrijednost koncentracije otopljenog kisika pokazuje porast koncentracije
(Slike 101 14).

Porast pH vrijednosti se opaza tijekom cijelog procesa te se nakon 2. sata pokusa odrzava na

neznatno kolebljivim vrijednostima (Slike 10 i 14).
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Slika 11. Aerobno uklanjanje N i P pri omjeru C/N 6

Pri odabranom omjeru C/N 6 u uklanjanaju N i P u aerobnim uvjetima zabiljezeno je 77,6%
uklanjanje N, 37,4% uklanjanje P i 94,1% uklanjanje KPK (Slike 11 i 13), od pocetnih 815,4
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mg KPK L%, 47,9 mg NH,"-N L%, 3,7 mg NO; N L' i 5,2 mg NO,-N L™ i 10,7 mg PO,*-
PL™. Proces je trajao 3 sata.

KPK se prvih 1,5 sati uklanja brzinom 475,5 mg KPK (Lh)™ i pri tome je uklonjeno 87,5%
raspolozivog KPK, a daljnje uklanjanje do ukupno 94,1% uklonjenog KPK je osvareno
daljnjih pola sata pokusa brzinom od 108 mg KPK (Lh)™ (Slike 11 i 13).

Istovremeno uz oksidaciju KPK zbivala se oksidacija NH;"-N ujednacenom brzinom od 19,2
mg NH,"-N (Lh)™ tijekom 2,5 sati pokusa. Velika raspoloziva koli¢ina KPK od pocetnih 800
mg KPK/L osigurava uklanjanje N, tako da se tijekom nitrifikacije ne biljezi nakupljanje NO,
-N i NO3™-N. Pokus je zapoceo sa 3,7 mg NO3 -N Lti5.2 mg NO;, -N Lt koji su se potpuno
denitrificirani ve¢ u 0,5. satu pokusa, a maksimalna koncentracija NO,-N je zabiljezena u 2.
satu i iznosila je 0,9 mg NO,-N L™

Po zavrietku nitrifikacije, u 2,5. satu pokusa, odredeno je samo 5,3 mg NO3-N L™, §to znagi
da je od pocetnih 47,9 mg NH,*-N L na kraju nitrifikacije nakupljeno svega 5,3 mg NO5-N
L (Slike 11 i 13).

Uklanjanje P je zabiljezeno tijekom prvog sata pokusa, intezvno tijekom prvih 0,5 sati
brzinom 5,3 mg PO,*-P (Lh)™, kada je uklonjeno 49,5 %PO,*-P. Do kraja pokusa u 2,5. satu
zabiljezeno je otpustanje PO,%-P, te je u konaénici ostvareno 37,4% uklanjanje P, brzinom od
1,6 mg PO,>-P (Lh)™ (Slike 11 i 13).

Promjene u profilu otopljenog kisika vidljive su nakon 2. sata pokusa, nakon zavrSene
oksidacije KPK i gotovo potpune oksidacije NH; -N. Koncentracija kisika pri tome je znatno
utroSena u te procese, a potom je zabiljezen nagli porast otopljenog kisika (Slike 11 i 14).
Profil pH vrijednosti pokazuje porast pH od pocetka procesa, pH raste §to je u skladu s
potpunom denitrifikacijom, a nakon utroska KPK i oksidacije NH4 -N pH vrijednost pokazuje
lagani pad vrijednosti §to se moze pripisati nakupljanju NO3z-N dodus$e u maloj koncentraciji
(Slike 111 14).
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Slika 12. Aerobno uklanjanje N i P pri omjeru C/N 7

I pri odabranom omjeru C/N 7 §to odgovara podetnom KPK od 838,5mg KPK L™, aerobni
pokus uklanjanja N i P se zbiva tijekom 3 sata, od poetnih 48,2 mg NH;*-N L™, 6,8 mg NO3’
-NL%i55mgNO, NL%i10,5 mgPO,>-P L™ U pokusu je ostvareno 89,7% uklanjanje N,
35,2% uklanjanje P i 92,6% uklanjanje KPK (Slike 12 i 13). Pokus je motren tijekom 3 sata.
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KPK je uklonjen tijekom prvih 1,5 sati pokusa brzinom 540,6 mg KPK (Lh)™ (Slike 12 i 13).
Brzine nitrifikacije i oksidacije NH4*-N su bile iste, iznosile su 24,1 mg NH,-N (Lh)™. Po
zavr$etku oksidacije NH,'-N nije detektiran NO3™-N, a koncentracija NO,-N je iznosila 0,8
mg NO,-N L™. Pokus je zapo&eo sa 6,8 mg NO3s-N L™ i 5,5 mg NO,-N L™, koji su potpuno
denitrificirani u 1. satu pokusa (Slike 12 i 13).

Uklanjanje P se odvijalo tijekom 1. sata pokusa brzinom 5 mg PO,*-P (Lh)?, ¢ime je
ostvareno 47,6% uklanjanje P, medutim, od 1. sata pokusa do kraja pokusa u 2. satu
zabiljezeno je blago otpustanje P, te je na kraju pokusa zabiljezeno 35,2% uklanjanje P,
sveukupnom brzinom od 1,9 mg PO,>-P (Lh)™ (Slike 12 i 13).

Tijekom oksidacije KPK i NH,"-N znatan je utrosak otopljenog kisika, a nakon zavriene
oksidacije NH4"-N koncentracija otopljenog kisika se znatno povecala (Slike 12 i 14).

Profil pH vrijednosti pokazuje stalni trend rasta zbog redukcije NO3-N i NO; -N, a potom se

vrijednst pH odrzavala ustaljenom (Slike 12 i 14).

Istrazivanje aerobnog uklanjanja N i P uz dodani izvor ugljika za odabrane omjere C/N 1, 3,
4,5, 617 ukazuje da je s povecanjem omjera C/N proporcionalno veée uklanjanje N. Tako je
pri omjerima C/N 1, 3, 4, 5, 6 i 7 zabiljeZzeno uklanjanje N od 14,3%, 33,3%, 41,9%, 35,4%,
77,6% i 89,7% (Slika 13). Do sli¢nih rezultata dosli su i Guo i sur. (2011) provedbom pokusa
u SBR sustavima s pocetnim kocentracijama N 89 mg LYiP15mg L™ Zabiljezili su da
porastom omjera C/N od 1,5 do 6,9 u¢inkovitost uklanjanja N i P je poboljsana od 50 % do 96
%.

Uklanjanje N u aerobnim uvjetima se moze pripisati aerobnoj denitrifikaciji. U pahuljicama
aktivnog mulja se javlja gradijent koncentracije otopljenog kisika, pa u dubljim slojevima
pahuljice ne vladaju aerobni uvjeti, kao na povrSini pahuljice, nego anoksi¢ni. U dubljim
slojevima pahuljice zbog anoksicnih uvjeta se moze odvijati denitrifikacija, te se na taj nain
odvija aerobna denitrifikacija.

Najveéa brzina oksidacije NH;'-N je zabiljezena pri omjeru C/N 1 i iznosila je 31,9 mg NH,'-
N (Lh)™, a brzine oksidacije NH,"-N pri omjerima C/N 3, 4, 5, 6 i 7 su bile u uskom rasponu
vrijednosti, iznosile su 19,2 mg NH,*-N (Lh)™ — 24,7 mg NH,"-N (Lh)™. Razlog smanjenju
brzine oksidacije NH;"-N je postupno poveéanje organskog opterecenja (postupno povecéanje
CIN), i posljedi¢no natjecanje za otopljeni kisik izmedu nitrifikanata i heterotrofa.

Brzina nitrifikacije je s druge strane pri omjerima C/N 1, 3, 4 i 5 bila u rasponu 15,5 mg (Lh)™*
— 16,4 mg (Lh)™ te je dalje rasla s pove¢anjem omjera C/N i iznosila 19,2 mg (Lh)™ i 24,1 mg

(Lh)™? pri omjerima C/N 6 i C/N 7. S poveéanjem organskog optereéenja bilo je vise

34



raspolozivih elektron donora za denitrifikaciju nastalin NO3-N i NO,-N tijekom oksidacije
NH,;*-N. Kako je raslo organsko optereéenje, tako su se brze denitrificirali nastali NO3-N i
NO;-N, i pri omjerima C/N 6 i C/N 7, brzina nitrifikacije i brzina oksidacije NH4"-N su bile
identi¢ne. Huang i sur. (2015) su u eksperimentima s aerobnim granuliranim muljem pri
pocetnoj koncentraciji 600 mg KPK L™i 200 mg NH,"-N L™ pokazali da mulj ima jako dobru
nitrificirajuéu sposobnost buduc¢i da se u efluentu nisu mogli detektirati NH,;"-N i NO,'N.

Pri omjeru C/N 1 na kraju pokusa nakupljeno je najvise NOs-N i to 34,7 mg NOs-N L, dok
je pri omjerima C/N 3, 4 i 5 nakupljeno NO3™-N u rasponu 8,5 mg NO3-N L™ — 13,6 mg NO3’
-N L, a daljnjim poveéanjem omjera C/N nakupljeno je znadajno manje NO3-N, pri C/N 6
omjeru svega 1,6 mg NOs-N L™ i pri C/N 7 omjeru 0 mg NOs-N L™.

Povecanje organskog opterecenja je povoljno djelovalo na brzinu uklanjanja KPK, koja je pri
omjerima C/N 1, 3, 4, 5, 6 i 7 iznosila 95,2 mg KPK (Lh)™, 192,3 mg KPK (Lh)?, 322,6 mg
KPK (Lh)™, 358,3 mg KPK (Lh)™, 475,5 mg KPK (Lh)™"i540,6 mg KPK (Lh)™. Takoder, ovi
su rezultati u skladu s rezultatima koje su dobili Guo i sur. (2011) provedbom eksperimenata
u SBR sustavima.

Uklanjanje P je raslo pri omjerima C/N 1, 3 i 4, i iznosilo je 48,3%, 54,4% i 60,7% i opadalo
pri omjerima C/N 5, 61 7, ¢ime je ostvareno 58,5%, 37,4% 1 35,2% uklanjanje P. Ovi rezultati
sugeriraju da je za aerobno uklanjanje P, kod istrazenih omjera C/N 1, 3, 4,5, 6 i 7, povoljan
omjer C/N 4, pri ¢emu se postize maksimalno 60,7% uklanjanje P. Daljnjim povecanjem
omjera C/N uklanjanje P opada. Pri C/N omjerima manjim od povoljnog — optimalnog za
istraZzene pocetne koncentracije N i P, pri omjeru C/N 1 i 3, moguéi razlog manjeg uklanjanja
P je nedovoljna koli¢ina KPK za potrebe PAOs. Pri omjeru C/N>4 u aerobnim uvjetima se
odvijala kompeticija izmedu aerobnih PAOs i aerobnih denitrifikanata za KPK kojeg
denitrifikanti trose za redukciju NOx-N, a PAOs za pohranu KPK kao unutarstani¢ne rezerve
ugljika, PHA, u uvjetima obilja a koji su vladali pri ve¢em organskom opterecenju. Wang i
sur. (2009) pokusima s dva SBR reaktora od kojih je prvi bio nadohranjivan glukozom
koncentracije 479 mg KPK L™, a drugi acetatom koncetracije 481 mg KPK L™ uz poéetnu
koncentraciju fosfora 35 mg L™ pokazali su da se fosfor slabije uklanjao iz sustava kada je
izvor ugljika acetat (23,3 — 28,5 %), Sto sugerira o povoljnijem izvoru ugkljika za tu mikrobnu
biomasu.

Istrazujuéi s granuliranim aerobnim muljem pri 20 % zasi¢enju kisikom, de Kreuk i sur.
(2005) dobili su jos bolje rezultate, maksimalno simultano uklanjanje KPK (100%), 94%

uklanjanje fosfora, 100% uklanjanje NH,"-N nitrifikacijom i 94% uklanjanje ukupnog dusika.
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U ovim pokusima pri svim odabranim i istrazenim omjerima C/N, u profilu pH su vidljive
karateristicne promjene u krivuljama kao odraz mikrobnih reakcija, a to su pocetni porast pH
vrijednosti koji je karakteristi¢an za troSenje KPK (Slike 7-12, 14). KPK se troSio u aerobnoj
denitrifikaciji za redukciju nitrata prilikom koje se oslobadaju OH™ ioni koji uzrokuju porast
pH vrijednosti. Kada je KPK bio utrosen, pH vrijednost je padala sve do zavrSetka oksidacije
NH,*-N, a zatim je vrijednost pH opet rasla. Tijekom oksidacije amonijaka nastaje NO,-N
koji daljnjom oksidacijom daje NO3-N te zajedno snizavaju pH. NajniZa toc¢ka u profilu pH je
poznata kao ,amonijeva dolina“ i oznadava zavrietak oksidacije NH;-N i najveéu
koncentraciju NO; -N.

U profilu otopljenog kisika se takoder lako mogu razaznati dominantni procesi pri svim
omjerima C/N (Slike 7-12, 14). U krivulji otopljenog kisika, prvi dio profila otopljenog kisika
je plato koji oznacava nisku koncentraciju otopljenog kisika, a odgovara trosenju KPK. KPK
se trosi za odvijanje aerobne denitrifikacije, a do sli¢nih spoznaja dosli su Yuan i Gao (2010)
rade¢i s aerobnim granuliranim muljem. Nakon utroska KPK vidljiv je drugi plato nesto vise
koncenrtacije otopljenog kisika a koji ozna¢ava oksidaciju NH, -N. Odmah po utrosku NH,"-
N vidljiv je nagli skok u krivulji otopljenog kisika u profilu otopljenog kisika. Kisik nije vise
potreban u bioloskom procesu jer su se sintetizirali NO2-N i NO3 -N koji sluze kao akceptori

elektrona prilikom odvijanja denitrifikacije.
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Slika 13. Aerobno uklanjanje N i P, usporedba procesa pri C/N 1, 3,4,5,617

-A-pHC/N1 -©-pHC/N3 B-pHC/N4 -4-02C/N1 -©-02C/N3 -8-02C/N4
pHC/N S -0-pHC/N6 *-pHC/NT 6 02C/N5 -6-02C/N6 *02C/N7

pH

2:0:0.8,.8,8 685
sy < L5

Slika 14. Profili pH i otopljenog kisika u aerobnom uklanjanju NiPpriC/N 1, 3,4,5,617
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobivenih rezultata i usporeduju¢i ih sa istrazivanjima prikazanim u literaturi

mogu se donijeti slijede¢i zakljucci:

1. Aktivni mulj ima aktivnost za istovremenu nitrifikaciju, denitrifikaciju i biolosko
uklanjanje fosfata.

2. U aerobnim uvjetima, za istraZene pocetne koncentracije 132,9-838,5 mg KPK L™,
48+1,3 mg NH;-N L™, < 15,3 mg NOs-N L%, < 5,5 mg NO,-N L*i 10,7-18,2 mg
POSP LY s povecanjem omjera C/N postize se vece uklanjanje dusika, od 14,3% pri
omjeru C/N 1 do 89,7% pri omjeru C/N 7.

3. Maksimalno uklanjanje fosfata od 60,7% uklanjenog PO,>-P postize se pri omjeru C/N
4, uz natrijev acetat kao izvor ugljika.

4. Profili pH i otopljenog kisika neizravni su pokazatelji mikrobnih reakcija tijekom

uklanjanja N i P.
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7. PRILOG

Popis koristenih kratica

Kratica Znacenje

DPAO denitrificiraju¢i fosfat akumulirajuci organizmi (eng. Denitrifying
Phosphate Accumulating Organisms)

EBPR pojacano biolosko uklanjanje fosfora (eng. Enhanced Biological
Phosphorus Removal)

FISH fluorescentna in situ hibridizacija

GAO glikogen akumulirajuéi organizmi (eng. Glycogen Accumulating
Organisms)

KPK kemijska potro$nja kisika (mg O, L™)

PAO fosfat akumulirajuéi organizmi (eng. Phosphate Accumulating
Organisms)

PHA poli-p-hidroksialkanoati

poli-P polifosfati

VFA hlapljive masne kiseline (eng. Volatile Fatty Acids)

PHB polihidroksibutirati

DO koncentracija otopljenog kisika (dissolved oxygen)

MLSS koncentracija aktivnog mulja (eng. Mixed Liquor Suspended Solids)

FNA slobodna dusikasta kiselina

SRT Vrijeme zadrzavanja mulja (eng. Sludge Retention Time)

BCFS Proces biolosko-kemijskog uklanjanja fosfora i dusika (eng. Biological-
Chemical Phosphorus And Nitrogen Removal Process)

SBR Sekvencionirani Sarzni reaktor (eng. Sequencing Batch Reactor)




