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1. UVOD

Poboljsano biolosko uklanjanje fosfora (EBPR, engl. Enhanced Biological Phosphorus
Removal) je proces koji predstavlja ekonomi¢nu i odrzivu metodu uklanjanja fosfora u obradi
otpadnih voda i koji ima potencijal postizanja vrlo niskog izlaznog fosfora (P< 0,1 mg/L) uz
minimalnu produkciju mulja, ali stabilnost i pouzdanost procesa predstavljaju izazov (Oehmen
i sur., 2007; Metcalf & Eddy, 2003).

Rad EBPR sustava se temelji na aktivnom mulju obogatenom sa fosfat akumuliraju¢im
organizmima (PAOs, engl. Phosphate Accumulating Organisms) koji pohranjuju polifosfat
(poliP) kao energetsku rezervu u intracelularne granule, u anaerobnim i aerobnim/anoksi¢nim
uvjetima u slijedu, vise od anabolickih zahtjeva. Pri anaerobnim uvjetima PAOs uzimaju
hlapive masne kiseline (VFA, engl. Volatile Fatty Acid) i prevode ih u unutarstani¢ne
polihidroksialkanoate (PHAs, engl. Polyhydroxyalkanoates) hidrolizom unutarstani¢no
pohranjenog polifosfata (poliP) i glikogena (van Loosdrecht i sur., 1997). Pri aerobnim
uvjetima PAQOs oksidiraju PHA a dobivenu energiju koriste za rast, obnovu glikogena i unos P.
Iz bilance puno veéeg aerobnog unosa P u stanicu i anaerobnog otpustanja P iz stanice, postize
se uklanjanje P ispustanjem (odvodenjem) mulja sa fosfatima (Pijuan i sur., 2005). U EBPR
procesu fosfat se uklanja sa otpadnim muljem, ¢ije uklanjanje moZe iznositi viSe od 5 %
uklonjenog P izrazenog kao suha tvar, dok se u ne-EBPR procesima uklanja 2-3% fosfora
(Metcalf & Eddy, 2003).

Skupine bakterija poput Accumulibacter, Pseudomonas (Lin i sur., 2003; Kim i Pagilla, 2000)
i Candidatus accumulibacter phosphatis (Ahn i sur., 2007) su predstavnici PAOs i

predominantne vrste za uklanjanje P u cijeloj bakterijskoj populaciji aktivnog mulja.

Primjenom FISH metode (engl. Fluorescence in situ hybridization) karakteriziraju se skupine
mikroorganizama, poput PAOs, GAOs (glikogen akumuliraju¢i organizmi, engl. Glycogen
Accumulating Organisms), nitrificiraju¢e i denitrificirajuce vrste (NI/DNI), ukupne bakterije
(Amann, 1995).

Temeljeno na konvencionalnoj teoriji EBPR procesa, brojna istraZivanja su provedena sa ciljem
poboljsanja ucinkovitosti procesa i istrazivanja u¢inka okoli$nih uvjeta na uklanjanje P (Hu 1

sur., 2002; Mino i sur., 1998; Kuba i sur., 1994).

Uklanjanje P u jednom stupnju u aerobnim uvjetima bez nakupljanja PHA Kkoji je

konvencionalno potvrden kao klju¢na energija za uklanjanje P, su istrazili Wang i sur., (2008).



Brojna istrazivanja provedena su s ciljem poboljSanja procesa bioloskog uklanjanja nutrijenata
(BNR, engl. Biological Nutrient Removal) (Coma i sur., 2012), primjene aerobno granuliranog
mulja u istovremenom uklanjanju organskih sastojaka, N i P (de Kreuk i sur., 2005), poboljsanja

procesa uklanjanja fosfora sa aerobno granuliranim muljem (Bassin i sur., 2012).

Omjer organskih sastojaka i ukupnog fosfora, KPK/TP, (ulazni KPK/P ili ulazni C/P) je
krucijalan za dizajn i rad sustava za uklanjanje P. PAOs imaju tendenciju dominiranja pri
omjeru KPK/P 10-20 mgKPK/mgP, dok GAQOs dominiraju pri omjeru KPK/P>50 mgKPK/mgP
(Oehmen i sur., 2007). U radu Jiang i sur. (2015) istrazivan je u¢inak omjera KPK/P na izvedbu
EBPR u anaerobno/aerobnom procesu i odredeno je da uz acetat kao izvor ugljika minimalni
omjer KPK/P za potpuno uklanjanje P je 8,24 gKPK/gP. Takoder, pokazali su da pri niskom
omjeru KPK/P (KPK/P 5) smanji se zaliha glikogena ali preostaje dovoljno za anaerobni VFA
unos. To sugerira da PAOs znatno preferiraju odrzavanje nivoa uskladistenog glikogena negoli

dodatno generiranje poliP (Jiang i sur., 2015).

S ciljem boljeg razumijevanja procesa uklanjanja P u EBPR procesu, odnosno definiranja
uc¢inka razli¢itih koncentracija natrijeva acetata kao jedinog izvora ugljika na metabolizam

PAOs, definirani su ciljevi istrazivanja:

o istraziti bioloSku aktivnost PAOs pri anoksi¢no/aerobnim uvjetima pri razli¢itom
omjeru C/P (KPK/P),

o istraziti uéinak razliite koncentracije natrijeva acetata, kao jedinog izvora ugljika, na
metabolizam PAOs,

o istraziti u¢inak N spojeva na uklanjanje P,

o definirati potrebu KPK za unos P (mg KPK/mg P),

o odrediti neto unos P u mikrobnu stanicu PAOs (mg PO4-P/g VSS).



2. TEORIJSKI DIO
2.1. NUTRIJENTI U OKOLISU I NJIHOV UCINAK NA OKOLIS

U zastiti okolisa i prevenciji oneciS¢enja kljucna strategija je uklanjanje nutrijenata iz otpadne
vode ¢ime se sprijeCava eutrofikacija i drugi u¢inci dospijevanja dusika i fosfora u vodna tijela,
poput bujanja vodenog bilja, iscrpljivanja otopljenog kisika, toksi¢ni ucinci na organizme

vodenog okolisa, u¢inak na globalno zatopljenje i drugi (Ward i sur., 2011).

Prema vaze¢im zakonskim propisima (NN 80/2013; NN 3/2016) definirane su maksimalne
vrijednosti nutrijenata (dusika i fosfora) u obradenoj vodi (Tablice 1-3). Zbog toga se istrazuju
procesi bioloske obrade otpadne vode s ciljem boljeg razumijevanja, razvoja novih procesa i
poboljsanja bioloskih procesa obrade otpadne vode, a istrazivanja su usmjerena ka postizanju

ucinkovite obrade, niske cijene izvedbe procesa i odrZzavanja/vodenja procesa obrade.

Tablica 1. Grani¢ne vrijednosti emisija oneciS¢ujucih tvari u otpadnim vodama (NN 80/2013),

za neke odabrane pokazatelje.

Pokazatelji i mjerne jedinice Izrazeni Jedinica Povrsinske Sustav javne odvodnje
kao vode
FIZIKALNO-KEMIJSKI POKAZATELJI
1. pH vrijednost °C 6,5-9,0 6,5-9,5
2. Temperatura 30,0 40,0
4. Boja bez -
5. Miris bez -
6. TaloZive tvari mL/Lh 0,5 10,0
7. Suspendirana tvar mg/L 35,0
ORGANSKI POKAZATELJI

10. BPKs (0)) mg/L 25,0 ¢lanak 5. ovoga Pravilnika
11. KPKcy 0O, mg/L 125,0 ¢lanak 5. ovoga Pravilnika
12. Ukupni organski ugljik € mg/L 30,0 -
(TOC)

ANORGANSKI POKAZATELJI
56. Ukupni fosfor P mg/L 2,0(1,0 sukladno ¢lanku 5. ovoga

jezera) Pravilnika
59. Ortofosfati P mg/L 1,0 (0,5 -
jezera)
60. Ukupni dusik N mg/L 15,0 sukladno ¢lanku 5. ovoga
Pravilnika

61. Amonij N mg/L 10,0 -
62. Nitriti N mg/L 1,0 10,0
63. Nitrati N mg/L 2,0 -




Tablica 2. Grani¢ne vrijednosti emisija komunalnih otpadnih voda procis¢enih na uredaju

drugog (II) stupnja proc¢iscavanja (NN 80/2013).

Pokazatelji Grani¢na vrijednost Najmanji postotak smanjenja
opterecenja
Suspendirane tvari 35 mg/L 90
BPKs5 (20°C) 25 mgO2/L 70
KPKcr 125 mgO2/L 75

Tablica 3. Grani¢ne vrijednosti emisija komunalnih otpadnih voda proc¢is¢enih na uredaju

tre¢eg (III) stupnja proc¢is¢avanja (NN 80/2013).

Pokazatelji Grani¢na vrijednost Najmanji postotak smanjenja
opterecenja
Ukupni fosfor 2 mgP/L (10000-100000 ES) 80
1 mgP/L (> 100000 ES)
UKkupni dusik (organski 15 mgN/L (10000-100000 ES) 70
N+NH4-N+NO2-N+NOs3-N) 10 mgN/L (> 100000 ES)

Napomena: Grani¢na vrijednost za ukupni duSik primjenjuje se kada je temperatura otpadne

vode na izlazu iz aeracijskog bazena jednaka ili vec¢a od 12°C.

Dusik u otpadnu vodu dospijeva od ljudskog otpada, prehrambenog otpada, industrije,
proizvodnje gnojiva i detergenata, a prisutan je u obliku organskog dusika (proteini, urea) ili
ionskom obliku (NH4*, NO3", NO2). NHs-N, NO3-N i NO2-N su izvori dusika za rast vodenog
bilja, a prisutni u vodi recipijentu izazivaju eutrofikaciju (intenzivan rast vodenog bilja i
smanjenje koli¢ine kisika). NHz, kao i ionski oblici NOs-N i NO2-N, su vrlo toksi¢ni za vodeni

.....

uzrokuje methemoglobinemiju (Metcalf & Eddy, 2003).

Fosfor (P) je neobnovljivi izvor energije a glavni izvor su fosfatne stijene. Smatra se da Ce se
fosfatni pik dogoditi 2035. godine i da ¢e nakon toga potreba biti veca od raspolozivih zaliha
fosfata u stijenama (Cordell i sur., 2009). U okolis§ (otpadne vode) fosfor dospijeva putem
detergenata, umjetnih gnojiva, organofosfornih insekticida, pesticida, boja, iz septickih jama,
kanalizacije, industrijskog otpada, ku¢anskog otpada, prirodnom erozijom tla, i drugo. Fosfor
je prisutan u otpadnoj vodi u nekoliko oblika, ukljucujuéi ortofosfate, polifosfate i
organofosfate. U vodnim tijelima fosfati limitiraju fotosintezu i u visokim koncentracijama
doprinose eutrofikaciji i pretjeranom razvoju modro-zelenih algi §to moze biti opasno po

ljudsko zdravlje te uzrokovati naruSavanje ekosustava.



2.2. BIOLOSKO UKLANJANJE DUSIKA

Biolosko uklanjanje dusika temelji se na provedbi procesa aerobne nitrifikacije (Slika 1)

[jednadzbe 1-3] i anoksi¢ne denitrifikacije (Slika 2) [jednadzbe 4-6].

Nitrifikacija je dvostupnjeviti proces, u prvom koraku nitrifikacije (nitritaciji) amonijak-
oksidiraju¢e bakterije (AOB, engl. Ammonia-oxidizing bacteria) oksidiraju amonijeve ione
preko hidroksilamina do nitrita [jednadzba 1], pomoc¢u enzima amonijak monooksigenaze
(AMO, engl. Ammonia monooxygenase) i hidroksilamin oksidoreduktaze (HAO, engl.
Hydroxylamine oxidoreductase) [jednadzba 2]. U drugom koraku, nitrataciji, nitrit-oksidirajuce
bakterije (NOB, engl. Nitrite-oxidizing bacteria) oksidiraju nitrit do nitrata djelovanjem nitrit
oksidoreduktaza (NOR, engl. Nitrite oxydoreductase) [jednadzba 3] (Zhu i sur., 2008, Metcalf
& Eddy, 2003).

NHs + 02+ 2H*  ——> NH;OH + H,0 [1]
NHOH+0;  ~ " NHOz +2H" +2¢ [2]
NO; +-0; — "  NOs [3]

U anoksi¢noj denitrifikaciji (Slika 2), NO3 i NO2 se reduciraju do plinovite forme dusika,
pomocu razliitih elektron donora, poput metanola, acetata i dr., i organskih sastojaka u
otpadnoj vodi [jednadzbe 4 i 5] (Metcalf & Eddy, 2003).

ONO3 + 10H* + 1068 ——»  Np + 20H" + 4H,0 [4]
2NO2 +6H"+ 60 —> N2+ 20H + 2H,0 [5]

Bioloska denitrifikacija se odvija u Cetiri koraka, [jednadzba 6]: (i) redukcija NOs-N u NO2-N
pomocu enzima nitrat reduktaze (NAR, engl. Nitrate reductase) (Stouthamer, 1998); (ii)
redukcija NO2-N u dusikov monooksid (NO) pomoc¢u enzima nitrit reduktaze (NIR, engl.
Nitrite reductase); (iii) redukcija NO u didusikov oksid (N20) pomocu enzima dusik
monooksid reduktaze (NOR, engl. Nitric oxide reductase); (iv) redukcija N2O do molekularnog
dusika (N2) pomoc¢u enzima didusik oksid reduktaze (NOS, engl. Nitrous oxide reductase), koji

se otpusta u atmosferu (Parés 1 Juarez, 1997).

NAR NIR __ NOR NOS
NO3; — NO; — NO — N,0 — N, [6]
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Slika 1. Nitrifikacija — vremenski tijek relativnih promjena NH4-N, NO3-N, NO2-N, pH i DO

kao rezultat mikrobnih reakcija
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Slika 2. Denitrifikacija — vremenski tijek relativnih promjena NOs-N, KPK i pH kao rezultat

t[h]

mikrobnih reakcija

2.2.1. Cimbenici procesa nitrifikacije i denitrifikacije

Nitrifikanti kao strogi aerobi mogu nitrificirati samo u prisutnosti otopljenog kisika. Optimalna
koncentracija otopljenog kisika (DO, engl. Dissolved Oxygen) za nitrifikaciju je 2-3 mg/L. Pri
DO<0,5 mg/L zbiva se zanemariva nitrifikacija jer je koncentracija otopljenog kisika premala
za difuziju kisika kroz flokulu te dolazi do kompeticije za kisik s drugim mikroorganzimima.
Pri DO 0,5-1,9 mg/L nitrifikacija se ubrzava ali nije u¢inkovita, dok se znacajna nitrifikacija
postize pri koncentraciji DO 2,0-2,9 mg/L, a maksimalna pri DO 3,0 mg/L. Prekomjerna
aeracija nije pozeljna jer znaCajno poskupljuje proces aktivhog mulja te narusava

konzistentnost flokula i izaziva pjenjenje (Metcalf & Eddy, 2003).

Za provedbu procesa nitrifikacije, pH vrijednost vodenog okolisa je, ovisno o vrsti bakterija, u
podrucju 6,8-9,5. Pri pH vrijednosti 5,8-6,0 brzina nitrifikacije je 10-20% od brzine nitrifikacije
pri pH 7,0. Optimalni raspon pH vrijednosti za nitrifikaciju je 7,2-8,0, u tom rasponu brzina
nitrifikacije je konstantna. Pri neutralnim pH vrijednostima dominiraju nitrifikanti, a u

alkalnom pH podrucju nitrifikaciju provode samo nitrifikanti.



Niski pH u otpadnoj vodi inhibira enzimsku aktivnost nitrifikanata, te ima u¢inak na dostupnost
alkaliteta (Metcalf & Eddy, 2003).

Profili DO i pH se zbog razliCitog afiniteta AOB 1 NOB prema kisiku (Garrido 1 sur., 1997),
mogu koristiti kao neizravni pokazatelji za online pracenje tijeka nitrifikacije u stvarnom
vremenu, tzv. ,,real-time* kontrola, budu¢i da daju karakteristi¢ne tocke u krivuljama (Slika 3)
a koje upucéuju na kraj nitrifikacije (Slika 1). Toc¢ke u profilu DO “kisikov lakat”, a u profilu
pH “amonijeva dolina” (najniza vrijednost pH koja odgovara potpunoj oksidaciji amonijaka)
su tocke zavrSetka oksidacije amonijaka (Slika 3). U tocki potpune oksidacije amonijaka zapaza
se 1 iznenadan porast DO, ,Kisikov lakat®, jer se tijekom oksidacije amonijaka trosi velika
koli¢ina raspolozivog otopljenog kisika u mediju a po zavrSetku tog procesa utrosak kisika je
manji, Sto se vidi u porastu koncentracije DO. Ako je u sustavu podeSena stalna koncentracija
otopljenog kisika, ne moze se zapaziti ,,kisikov lakat®, pa se onda niti ne moze koristiti profil
DO za ,,real time* kontrolu nitrifikacije (Gao i sur., 2009; Casellas i sur., 2006; Puig i sur.,
2005).

s
¢ [mg/L]
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PH \é/_pH

O

>
>
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Slika 3. Profili pH i DO u procesu nitrifikacije i kriti¢ne tocke koje ukazuju na kraj nitrifikacije,

»amonijeva dolina* u profilu pH 1 ,,kisikov lakat* u profilu DO.

Brzina rasta nitrifikanata ovisi o temperaturi, s porastom temperature ubrzava se rast
nitrifikanata i nitrifikacija se lakSe postize. Temperaturno podrucje u kojem obitavaju
nitrifikanti je 8-30 °C, a optimalna temperatura za nitrifikante i optimalnu brzinu nitrifikacije
je u rasponu 25-30 °C. Pri temperaturi ispod 5 °C i iznad 45 °C nitrifikacija prestaje, pri 10 °C
postize se brzina nitrifikacije oko 20% od brzine nitrifikacije pri 30 °C. Pri 16 °C brzina
nitrifikacije je oko polovice brzine pri 30 °C (Metcalf & Eddy, 2003).

U procesu denitrifikacije omjer ugljika 1 dusSika (C/N), mjera koli¢ine elektron donora po

elektron akceptoru, znacajno utjeCe na brzinu denitrifikacije. Ako nema rasta, u anoksi¢nim



uvjetima, s biorazgradivim organskim supstratom prisutnim u otpadnoj vodi, taj omjer bi bio
2,86 g KPK/g N, $to se smatra teoretskim minimumom. Ipak, taj omjer je obi¢no oko 3,5-4,5 ¢

KPK/g N za potpunu denitrifikaciju, uzimajuci u obzir i rast bakterija (Henze i sur., 1994).

Na mikrobnu aktivnost u bioloskoj obradi otpadnih voda u smislu inhibicijskog ucinka utjece i
koncentracija NO2-N, koji u relativno niskoj koncentraciji moze biti toksi¢an za brojne vodene
organizme, organizme u otpadnoj vodi, ukljuCujuc¢i bakterije koje formiraju flokule.
Koncentracija NO2-N je u nitritaciji ¢esto iznad 20 mg/L, §to je mnogo viSe od koncentracije
NO2-N u konvencionalnim sustavima uklanjanja dusika (Zeng i sur., 2009), a NO2-N je jedan
od inhibitora mikrobnog metabolizma. Istrazeno je da visoke koncentracije NO2-N inhibiraju
mikrobnu aktivnost u bioloskoj obradi otpadnih voda, poput inhibicije heterotrofnih bakterija,
nitrificiraju¢ih bakterija (Vadivelu i sur., 2006; Anthonisen i sur., 1976) 1 fosfat akumuliraju¢ih
organizama (Zhou i sur., 2007). Stoga, u procesima koji ukljucuju uklanjanje dusika preko
nitritnog puta, akumulacija NO2-N vjerojatno ima Stetan ucinak na bioloSko uklanjanje

nutrijenata.

2.2.2. Istovremena nitrifikacija i denitrifikacija

Istovremena nitrifikacija i denitrifikacija (SND, engl. Simultaneous Nitrification and
Denitrification), poznata i kao ,aerobna denitrifikacija®, znaCi istovremeno odvijanje
nitrifikacije 1 denitrifikacije u istom reaktoru u identi¢nim operativnim uvjetima zbog gradijenta
kisika koji se uspostavlja kroz biomasu unutar flokule i mikrobnog biofilma (von Munch i sur.,
1996).

Brzine nitrifikacije i1 denitrifikacije tijekom SND su manje od optimalnih a funkcija su
reakcijske kinetike, veli¢ine flokule, gusto¢e flokule, strukture flokule, koli¢ine lako
biorazgradivog KPK i koncentracije otopljenog kisika (Metcalf & Eddy, 2003). Zbog niske
koncentracije otopljenog kisika jer su flokule aktivnog mulja samo djelomi¢no aerobne pa je
samo dio nitrifikanata u flokuli aktivan brzina nitrifikacije je manja, a manja je i brzina
denitrifikacije zbog potroSnje supstrata u aerobnom dijelu flokule. Mehanizam aerobne

denitrifikacije je istovremena upotreba Kkisika i nitrita/nitrata, odnosno korespiracija.

Pri DO 0,1-1,0 mg/L u vanjskim dijelovima flokula se zbiva nitrifikacija a u unutarnjim
dijelovima denitrifikacija zbog anoksi¢nih uvjeta (Liu 1 sur., 2010). Istaknuto je da pri DO<1,6
mg/L sav nitrat formiran u nitrifikaciji je denitrificiran (Beun i sur., 2001). Nitrifikanti bez DO
mogu prezivjeti relativno kratko vrijeme, nema Stetnog u€inka na aktivnost nitrifikanata za

manje od 4 sata bez DO, dok viSe od 4 sata bez DO Stetno utjece na aktivnost nitrifikanata, a
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ukoliko su nitrifikanti u uvjetima bez DO tijekom 24 sata ili viSe moze do¢i do uniStenja

populacije nitrifikanata (Liu i sur., 2010).

2.3. EBPR

Poboljsano biolosko uklanjanje fosfora (EBPR) je Siroko primjenjiv proces za uklanjanje
fosfora (Seviour i Mcllroy, 2008). U EBPR su dominantne bakterije koje pripadaju polifosfat
akumuliraju¢im organizmima (PAOS) ili denitrificiraju¢im PAO (dPAOs, engl. Denitrifying
phosphorus accumulating organisms). Uz izmjene anaerobnih i aerobnih/anoksi¢nih uvjeta,

PAOs i dPAOs su u moguénosti ukloniti fosfor iz otpadnih voda (Slika 4).

Acel te
Bacterial cell wall Bacterial cell wall
lecogen H,0 o,
PHA
P P
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Slika 4. Shematski prikaz metabolizma PAOs, u anaerobnim i aerobnim uvjetima (Tarayre i
sur. 2016).

Glavna razlika izmedu aerobnog i anoksi¢nog unosa P je ta da dPAOs za formiranje ATP u
anoksi¢nim uvjetima koriste nitrat i/ili nitrit. Ostatak metabolizma PAOs u aerobnim i
anoksi¢nim uvjetima je isti. No, u anoksi¢nim uvjetima formira se oko 40% manje ATP po
koli¢ini NADH> nego u aerobnim uvjetima, a nizak omjer ATP/NADH: zna¢i manju
proizvodnju biomase u anoksi¢nim uvjetima. Metabolizam PAOs se moze karakterizirati kao
cikli¢ki proces pohrane i potroSnje glikogena i polifosfata. U anaerobnim uvjetima PAOs/dPAO
koriste kratkolanc¢ane organske kiseline(VFA) i pohranjuju ih u obliku poli--hidroksialkanoata
(PHA), dok hidrolizom polifosfata dobijaju dovoljno energije za iskoriStavanje VFA (van
Loosdrecht 1 sur., 1997). Kao rezultat, fosfat se oslobada iz stanice i time se koncentracija
fosfora u otpadnoj vodi poveéava (Seviour i Mcllroy, 2008). Tijekom sljedeée, aerobne ili

anoksi¢ne faze, intracelularni PHA se oksidira i omogucava stanici energiju za rast i asimilaciju



fosfora. Biomasa bogata fosforom se uklanja, a time i ukupna suma fosfora iz otpadne vode
(Harper i sur., 2006; Mullan i sur., 2006; Pijuan i sur., 2005). Otpadni mulj iz EBPR procesa se
moze Koristiti kao obnovljiva sirovina za industriju gnojiva i obnovu P i pruza moguénost

rjeSenja za oskudicu fosfatnih stijena u bliskoj buduénosti (Hirota i sur., 2010).

2.3.1. Vrste fosfat akumuliraju¢ih mikroorganizama

Skupine bakterija Acinetobacter, Pseudomonas (Lin i sur., 2003; Kim i Pagilla, 2000) i
Candidatus accumulibacter phosphatis (Ahn i sur., 2007; Cai i sur., 2007) se smatraju
predstavnicima PAOs i predominantne su vrste za uklanjanje P u cijeloj bakterijskoj populaciji

aktivnog mulja.

Iz razlike u bilanci, puno veceg aerobnog unosa P u stanicu i znatno manjeg anaerobnog
otpustanja P iz stanice, uklanjanjem viska mulja bogatog P provodi se uklanjanje P (Harper 1

sur., 2006; Mullan i sur., 2006; Pijuan i sur., 2005).

Prema sposobnosti ili nesposobnosti akumuliranja fosfora mikroorganizmi u aktivnom mulju
se opcenito klasificiraju kao PAOs ili nePAOs. U literaturi se navode dvije razlicite grupe
mikroorganizama odgovorne za procese uklanjanja P: dPAQOs — koriste Kisik i/ili nitrat kao
elektron akceptore, i PAOs — koriste samo kisik kao elektron akceptor. Ove hipoteze potvrdene
su anaerobno/anoksi¢no/aerobnim eksperimentima (Freitas 1 sur., 2005; Meinhold 1 sur., 1999;

Kerrn Jespersen & Henze 1993), prikazano Slikom 5.

Premda su PAOs, poput Acinetobacter, opéeprihvaceni kao u¢inkovite bakterije za BPR, i drugi
mikroorganizmi pokazuju sposobnost aerobnog akumuliranja poliP u aktivnom mulju, poput
Pseudomonas spp., Moraxella spp., Aeromonas spp. Aerobno pohranjuju poliP i Microthrix
parvicella (Erhart i sur., 1997; Blackall i sur., 1995) i Nostocoida limicola (Blackall i sur.,
2000).
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Slika 5. Transformacije fosfora (P), KPK, poli-p-hidroksibutirata (PHB), glikogena i dusika

tijekom anaerobno/anoksi¢no/aerobnog procesa (preuzeto iz Freitas, 2004).
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Potvrda da dPAOs i PAOs pripadaju grupi Accumulibacter ali se svrstavaju u zasebne podgrupe
unutar te grupe zbog morfoloskih razlika je dokazana u eksperimentima sa razli¢itim izvorom
ugljika: kod sustava s propionatom dominantne su Stapicaste bakterije, dok je oblik kokobacila
prisutan u sustavu i sa propionatom i sa acetatom (Carvalho i sur., 2007). Koriste¢i gen
polifosfat kinazu 1 kao biomarker, otkriveno je da se Accumulibacter dijeli na 2 tipa (1 i 1),
svaki podijeljen u jo$ podgrupa (IA-E i 11A-G) (Peterson i sur., 2008; He i sur., 2007). Flowers
i sur. (2009) su takoder dizajnirali FISH probe da bi mogli podijeliti sve podgrupe.

U nePAOs se svrstavaju glikogen akumuliraju¢i organizmi (GAO) koji su sposobni unositi

VFA bez doprinosa u uklanjanju fosfora te su u izravnoj kompeticiji sa PAOs.

Kompeticija izmedu PAO-GAO je intenzivno istrazivana zbog utjecaja na rad i u¢inkovitost
uklanjanja fosfora tijekom duzeg vremena (Mcllroy i Seviour, 2009; Oehmen i sur., 2007; Mino
i sur., 1994; Cech i sur., 1993). Nekoliko klju¢nih ¢imbenika ima utjecaj, a to su pH,
temperatura i izvor ugljika (Lopez-Vazquez i sur., 2009; Schuler i Jenkins, 2002; Filipe i sur.,
2001). Nuzno je identificirati i karakterizirati mikroorganizme aktivnog mulja sa sposobnosti

uklanjanja P u procesu BPR.

2.3.2. Cimbenici EBPR procesa
2.3.2.1. Uc¢inak pH na EBPR

Kontrolom pH u anaerobnoj fazi procesa moguce je posti¢i pouzdanost EBPR odnosno
minimizirati akumulaciju GAOs. Pri pH <7,25 u anaerobnoj zoni GAOs dominiraju nad PAOs
jer GAOs unose acetat brze od PAOs pri tom pH. Pri pH >7,5 PAOs su dominantniji (Oehmen
i sur., 2005a; Filipe i sur., 2001). U aerobnim uvjetima unos fosfora, koristenje PHA 1 rast
biomase nije mogu¢ kod niskih pH vrijednosti. Asimilacija fosfora iz okoliSa bila je optimalna
pri pH 8 i temperaturi 25 °C, dok je ispustanje (release) P u okoli$ bilo optimalno pri 20°C pri
¢emu pH nije imao veliki utjecaj (Nittami i sur., 2011). Visi pH rezultira ve¢im anaerobnim
otpustanjem P u mulju oboga¢enom PAOs. Brzine unosa acetata, razgradnje glikogena i

akumulacije PHA u PAOs-ima su neovisne o pH rasponu 6,5-8,0 (Filipe i sur., 2001).

2.3.2.2. Ucinak temperature na EBPR

Pri vi§im temperaturama (T>20 °C) naru$eni rad EBPR nije rezultat proliferacije GAOs nego
GAOs ucinkovitije koriste glikoliticki put od PAOs §to rezultira ve€om pohranom glikogena 1

manjim unosom P, te se narusava EBPR (Erdal i sur., 2003).
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Optimum aktivnosti PAOs je pri temperaturi 20 °C (Panswad i sur., 2003; Whang i Park, 2002).
Dokazano je da povecanje temperature do 30 °C ne utjece na aktivnost PAOs u anaerobnim

uvjetima (Panswad i sur., 2003; Brdjanovi¢ i sur., 1998a).

Povecanjem temperature, pri 30-35 °C, dolazi do ukupnog smanjenja anaerobnog ispustanja

fosfora, acrobnog unosa fosfora, te anaecrobnog unosa kratkolanc¢anih organskih kiselina.

2.3.2.4. Uc¢inak NOs-N i NO2-N na EBPR

NO2-N i NO3-N imaju negativan ucinak na aktivnost PAOs i uspjesnost EBPR. Istaknuto je da
prije anaerobnog otpusStanja P koncentracija NO3z-N mora biti ispod 1 mg/L, budu¢i da
denitrifikanti reduciraju NOs-N s KPK koji je potreban za rast PAOs i tako se narusava
uklanjanje P. U anaerobnoj fazi NOs-N potice kompeticiju za VFA izmedu PAOs i
denitrifikanata (Barker 1 Dold, 1996), ali kada se provodi anaerobno/anoksi¢no/aerobno
uklanjanje P moze se postici istovremena denitrifikacija i uklanjanje P i uz prisutan NOs-N i

PAOs (Kerrn-Jeppesen i Henze, 1993).

NO2-N ima negativan u¢inak na EBPR proces jer inhibira metabolizam PAOs, ali dPAOs mogu
koristiti NO2-N kao elektron akceptor do koncentracije 5-10 mg NO2-N/L nakon aklimatizacije
(Lee i sur., 2001). Inhibicija aerobnog unosa PAOs se zbivala uz 2 mg NO2-N/L, a vise od 6
NO2-N od anoksi¢nog unosa (Freitas i sur., 2009). Anoksi¢ni unos fosfata se zbivao pri
koncentraciji NO2-N<5 mg/L, a viSe koncentracije NO2-N su inhibirale proces (Coma i sur.,
2012). U istraZivanju je pokazano da je nitritna inhibicija reverzibilna, a brzina obnove ovisi o
koncentraciji kojoj je biomasa bila izlozena. NO2-N naruSava talozivost, stabilnost i integritet
biomase u obliku granula, a struktura mikrobne zajednice se znatno promijenila zbog NO2-N i

nije se mogla obnoviti (Zeng i sur., 2013).

2.3.2.5. U¢inak DO na EBPR

Otkriveno je da visoke koncentracije otopljenog kisika u aerobnoj fazi (DO 4,5-5 mg/L)
pogorsavaju uklanjanje fosfora, dok pri DO 2,5-3 mg/L dolazi do povecanja udjela PAOs u
mulju (Brdjanovic i sur., 1998b).
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2.4. STRATEGIJE BIOLOSKOG UKLANJANJA P

2.4.1. Bioaugumentacija PAOs organizmima

Novu strategiju u uklanjanju fosfora (EBPR) su demonstrirali Taya i sur. (2011), u
konvencionalnom sustavu nitrifikacije i denitrifikacije koristili su metodu bioaugumentacije sa
oboga¢enom kulturom fosfor akumuliraju¢ih organizama (PAOS). Vodena su dva SBR,
SBRpao obogacen kulturom PAOs (4 ciklusa po 6 sati: anaerobna faza 2 sata; aerobna faza 3,5
sata; sedimentacija 25 minuta i vadenje 5 L supernatanta 5 minuta). DO tijekom aerobne faze
je odrzavan u rasponu 3 do 4 mg/L. Hidrauli¢ko vrijeme zadrzavanja (HRT) je bilo 12 sati.
Vrijeme zadrzavanja mulja (SRT) je bilo 15 dana sa periodickim izbacivanjem dijela nakon
aerobne faze. Pocetna koncentracija fosfora je bila 20 mg P-PO4>/L. Aliltiourea (ATU, engl.
Allylthiourea) je dodana za inhibiciju nitrifikacije (Zeng i sur., 2003). Izvor ugljika je dodan iz
posebne koncentrirane otopine. Temperatura je podeSena na 25+1°C. Drugi reaktor, SBRy, je
bio obogacen nitrificiraju¢im i denitrificiraju¢im organizmima. Ovaj reaktor je imao ciklus od
8 sati sa 2 razliCite prihrane i dvije razliite konfiguracije vodenja. HRT za obje konfiguracije
je bio 24 sata, dok je SRT bio 15 dana. lzvor ugljika je etanol i propionat. Sastav priredene
sinteti¢ke otpadne vode bio je KPK/N/P=1300/100/30 (mg/L). pH je podesavan na 7,5+0,05. U
eksperimetu s SRBpao uspjesno je uklonjen P (20 mg P-PO43/L) izmjenjivajuéi anaerobne i
aerobne uvijete. FISH analiza dala je podatke da se nalazi oko 82% PAOs u ukupnoj mikrobnoj
biomasi, od ¢ega je 90% PAOs identificirano kao PAO tipa 1 i 10% PAO tipa 2. U
eksperimentima sa dva SBRn doslo je do povecanja koncentracije amonijaka kao rezultat slabe
nitrifikacijske aktivnosti i zato slabog nakupljanja nitrata u aerobnim uvijetima i zbog toga se
nisu postigli anoksi¢ni uvjeti. Ovakav tijek okolnosti prilikom PAOs bioaugumentacije nije bio
oc¢ekivan. Takoder neuspjeh EBPR u takvom sustavu je bio i prije zabiljeZen (Henze i sur.,
2008). S obzirom da je anoksic¢na faza bila zapravo anaerobna koja favorizira EBPR, neuspjeh
prilikom uklanjanja fosfora je bio isto neocekivan. Ovaj fenomen se moze objasniti pojavom
nepotpunog unosa fosfora u aerobnoj fazi, $to vodi do pojave PAOSs sa visokom koncentracijom
PHA u stanicama nakon aerobne faze (u talozniku). Pohranjeni PHA moze biti iskoriSten kao
elektron donor za denitrifikaciju, reducirajuéi nitrat proizveden u aerobnoj fazi do plinovitog
dusika. Ovaj plin uzrokuje flotaciju i smanjenje talozivosti biomase, $to znaci da je dio biomase
ispiran vode¢i do neuspjeha EBPR-a. Medutim, iz rada Taya i sur. (2011) moze se zakljuéiti da
se anoksi¢ni/aerobni SBR sa bioaugumentacijom PAOS obogac¢enog mulja sa duzom aerobnom
fazom moze uspjeSno provoditi nitrifikaciju/denitrifikaciju sa uklanjanjem fosfora tijekom 2

mjeseca, Sto dovodi do novih primjena ovog sustava u obradi otpadnih voda.
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2.4.2. Uklanjanje P u anoksi¢nim uvjetima

Guerrero i sur. (2011) su promijenili pogled na dosadasnja saznanja da je za uspjesno uklanjanje
fosfora (EPBR) potrebna isklju¢ivo anaerobna faza, te da nitrati i nitriti imaju negativan utjecaj
na EBPR (Henze i sur., 2008; Van Niel i sur., 1998; Simpkins i Mclaren, 1978). Istrazivali su
kompeticiju PAOs i heterotrofnih bakterija (OHO, engl. Ordinary Heterotrophic Organisms)
za ulaznim KPK u anoksi¢nim uvjetima, te utjecaj nitrata na EBPR (Guerrero i sur., 2011).
Postignuto je visoko u¢inkovito uklanjanje dusSika i fosfora (oko 80% 1 98%) konvencionalnom
A2?/0 (anaerobno-anoksi¢no-aerobno) konfiguracijom (Slika 6). Pri anaerobnim uvjetima
13,6% ukupnog KPK je bilo potroseno za denitrifikaciju recikliranog nitrata, dok je 53%
potroseno od strane PAOs za ispustanje fosfora u okolni medij. FISH analiza aktivnog mulja
pokazala je 72% PAOs u ukupnom mulju,a na pocetku manje od 2% ukupne biomase,
potvrdujuéi da PAOs mogu koegzistirati sa denitrificiraju¢im OHO u A%/O konfiguraciji bez
obzira na ulazni nitrat. U konfiguraciji MLE (modificirani Ludzack-Ettinger), Slika 6, koja se
najcesce iskljucivo koristi za biolosko uklanjanje C 1 P, motren je utjecaj nitrata na uklanjanje
P pri anaerobno/anoksi¢nim uvjetima. Povecanje interne reciklacije nije rezultiralo smanjenjem
NOx u efluentu jer je KPK postao limitiraju¢i faktor pri anoksi¢nim uvjetima. Uc¢inkovitost
uklanjanja dusika i1 fosfora je pala na 74% 1 97%, a populacija PAOs se nije mijenjala,
zakljuCeno je da nitrat nema inhibirajuci utjecaj na EBPR. U dodatnom pokusu s limitiranim

KPK u anoksi¢nim uvjetima PAOs su dominirali nad OHO.

Anaerobic-Anoxic-Aerobic Modified Ludzack-Ettinger

INTERNAL INTERNAL
RECYCLE RECYCLE

EFFLUENT EFFLUENT
INFLUENT BT INFLUENT, e
aL nL f— -'.i-' Jn — aL o "‘i" Settler
“und R 501
Reactor ] Reactor? Atiteme® Reactor | Reactor2 it e®
8L M1 Reacior 3 2L 281 Reactor 3
9L 0L
I opLY CUPPLY
AIR SUPPLY . AIR SUPPLY -
EXTERNAL SLUDGE FOR EXTERNAL SLUDGE FOR

RECYCLE DISPOSAL RECYCLE DISPOSAL

Slika 6. A%/O i MLE konfiguracija (Guerrero i sur., 2011).

2.4.3. Uklanjanje P u aerobnim uvjetima

U radu Wang i sur. (2008) uklanjanje fosfora u aerobnoj fazi provedeno je u SBR-u u 8h
ciklusu: 4 sata aerobno i 4 sata sedimentacija/mirovanje (Slika 7). KoriStena je sintetska

otpadna voda, glukoza kao izvor C, fosfat u obliku KoHPO4, u aerobnoj fazi DO 3+0,2 mg/L
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uz HRT 12 sati. Koncentracija aktivnog mulja je bila 4000 mg/L. U prihrani je KPK 400 mg/L
I 20 mg PO4-P/L, dakle omjer KPK/P je bio 20 mg KPK/mg PO4-P (Wang i sur., 2008).
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Slika 7. Aerobno uklanjanje P u SBR — promjene motrenih pokazatelja (Wang i sur., 2008).

Od 27. dana pokusa ué¢inkovitost uklanjanja P je 90% (P u efluentu 0,22-1,79 mg/L). Nije bilo
nakupljanja PHA (tijekom cijelog pokusa PHA je 5-6 mg/L). Ovaj fenomen se nije mogao
objasniti i pet puta se ponavljao isti eksperiment uklanjanja fosfora u aerobnoj fazi u SBR-u da

bi se potvrdili rezultati istrazivanja (Slika 8).
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Slika 8. Uklanjanje P i nakupljanje PHA u aerobnom ciklusu SBR-a (Wang i sur., 2008).

Uklanjanje P u ovim eksperimentima nije bilo pomocu tradicionalnih PAOs, ve¢ vjerojatno
pomocu drugih polifosfat organizama poput M. parvicella, koji su u moguc¢nosti unositi fosfor

u aerobnoj fazi za akumulaciju polifosfata bez anaerobnog ispustanja fosfora i unosa supstrata
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(Janssen i sur., 2002), a ti mikroorganizmi se gomilaju u uvjetima niskog omjera
hrana/mikroorganizmi (F/M, engl. Food/Microorganisms) (Xue i sur., 2007; Casey i sur., 1992,
1994). Fosfor je bio uglavnom uklonjen u obliku polifosfata. Rezultati tih istrazivanja potvrduju
da je moguce uklanjanje fosfora samo sa aerobnom fazom u SBR bez akumulacije PHA §to se

mislilo da je kljucna energetska komponenta za uklanjanje fosfora.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI | METODE

3.1.1. Reaktor i uvjeti rada

U SBR reaktoru je proveden uzgoj PAOs-a u aktivnom mulju podrijetlom sa uredaja za obradu
otpadne vode grada Velika Gorica, a poCetna koncentracija mulja u pokusima je iznosila
3,6£0,1 gVSS/L. Serija pokusa je provedena koriste¢i mulj iz trenutno aktivnog SBR sustava
tijekom “steady state” na kraju acrobne faze. Pokusi u kojima je istrazeno uklanjanje P pri
anoksi¢no/aerobnim uvjetima su provedeni kao diskontinuirani u laboratorijskom reaktoru
radnog volumena 2 L. Pri anoksi¢nim uvjetima sadrzaj u reaktoru (mjes$ana tekuc¢ina, ML, engl.
Mixed Liquor) je mijeSan primjenom magnetske mjesalice pri 100 o/min. Tijekom anoksi¢ne
faze izmjerena koncentracija otopljenog kisika je bila DO<0,3 mg/L. Procesi u reaktoru su bili
motreni odredivanjem pH, DO i temperature na nacin da su u reaktor postavljene pH i kisikova
elektroda. Reaktor je opremljen sustavom za prozracivanje: preko difuzora sa donje strane
reaktora zrak se upuhivao u reaktor iz kompresora preko filtera za zrak i mjeraca protoka zraka.
U aerobnim uvjetima otopljeni kisik je osiguran prozra¢ivanjem sa zrakom iz kompresora. Prije
svakog pokusa biomasa je “prana” s vodovodnom vodom u tri uzastopna ponavljanja,
samotaloZenjem brzo odijeljena od tekucine te odliven supernatant, kako bi se izbjegao ucinak
nekog od mogucéih produkata/meduprodukata ranijeg bioloSkog procesa na planirani pokus, te
su ostvareni istovjetni uvjeti zapocinjanja ciljanih pokusa. Tijekom pokusa iz reaktora je u
odredenim vremenskim intervalima uzimana odredena koli¢ina ML za analiti¢ko odredivanje
KPK, Ntotal, NHs-N, NO3-N, NO2-N, PO4-P, a koncentracija biomase izrazena kao TSS (engl.
Tolal Suspended Solids) i VSS (engl. Volatile Suspended Solids) je odredivana povremeno, dok
su stalno motreni pH, DO i temperatura. Napravljena je mikrobna karakterizacija aktivnog
mulja na prisutnost PAOs, primjenom FISH metode (FISH, engl. Fluorescence in situ
hybridization) (Amann, 1995). Za dokazivanje polifosfata provedeno je bojanje po Neisseru
(Eikelboom i van Buijsen, 1983). Svi eksperimenti su provedeni u 3 ponavljanja, a rezultati

predstavljaju srednju vrijednost +standardna devijacija.

3.1.2. Sintetski medij

Kao izvor ugljika (KPK) koristen je natrijev acetat (NaC2H3O2), dodan neposredno pred
pocetak anoksi¢ne faze procesa, u odgovarajucoj koli¢ini odvagan za odabrani omjer C/P.

Eksperimentalno je odredeno da 1 g NaC2H302 odovara 0,55 g KPK. Fosfat je prireden kao
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vodena otopina kalijeva dihidrogen fosfata (KH2PQOa), te u odgovarajucoj koli¢ini dodana po
zavrSetku anoksi¢ne faze, odnosno cca 30 sekundi nakon ukljuéenog prozracivanja (aerobnog
perioda procesa). Kako je pokus voden pri razli¢itom opterecenju sa KPK, pri omjerima C/P 1,
3, 5, 71 10, ostvareno dodatkom natrijeva acetata, eksperimentalo je odredeno da to odgovara
omjerima KPK/P 2 (pri C/P 1), KPK/P 6,3 (pri C/P 3), KPK/P 9,2 (pri C/P 5), KPK/P 15 (pri
C/P 7) i KPK/P 23 (pri C/P 10). Sintetska otpadna voda priredena je otapanjem soli u
vodovodnoj vodi, (mg/L): 2 (NH4)2SO0s, 1 KH2PO4, 0,4 FeSO4, 0,5 MgSOs4, 0,4 NaCl, 1
MgCOs, 1 CaCOs, te nakon stajanja 24 sata na sobnoj temperaturi filtrirana kroz filter papir
veli¢ine pora 0,45 pm. Sintetska otpadna voda dodavana je na pocetku aerobne faze procesa u
odgovarajucoj koli¢ini za o¢ekivanu pocetnu koncentraciju od 30 mg NH4-N/L, istovremeno

kad i vodena otopina KH2POa.

3.1.3. Instrumenti i pribor

Popis aparature koriStene u pokusima anoksi¢no/aerobnog uklanjanja P dan je tablicom 4.

Tablica 4. Aparatura uporabljena u pokusima anoksi¢no/aerobnog uklanjanja P

Aparat Proizvodac

Spektrofotometar ............cccceeeennn. Spectroquant VEGA 400 Merck

Kvarcne kivete ...................... Merck

Fotometar ........cccccoveiiiniiiee, Photometer SQ 200 Merck

Termo bloK ..o Thermoreactor TR 300, Merck; HACH COD reactor
Bioreaktor .......ccccccevvviveiieineee

KOMPIesor ........coevveveivieieeiennn, HIBLOW HP 40; Hagen Model40 A-10011

Mjerac protoka zraka ..................
Kisikova elektroda i mjerni aparat
pH elektroda i mjerni aparat ........
Titrator - Digitalna biretta Solarus
Dispenzer (Ceramus Classic) .....
Magnetska mijeSalica ...................
Vodena Kupelj ......coooveivieiieininnn,
Sterilizator/ SuSionik ...................
Termostat ........cccooeveviiiiciiien,
AULOKIAV ...
Analiticka vaga ..........cceeeveenenee.
VOreX ..o
Viagomjer .........ccoevvvvininnnn...
Sustav za vakuum filtraciju .......
Centrifuga .........ccoevvviiinnn.n.
Svjetlosni mikroskop ..................
Konfokalni laser skeniraju¢i
mikroskop ...

DurOx, WTW Oxi3210
SenTix41, WTW 330i
Hirschman-Laborgerate
Hirschman-Laborgerate
Thermo Scientific SP88857195, Super-nuova
Hum Aqua 5
Instrumentaria ST-05
Sutjeska

Inako

METTLER AJ150
BIOSAN

Kern MLS-D

Sartorius

Beckman

Meiji

Leica
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U tablici 5 dan je popis kemikalija koriStenih u provedbi pokusa anoksi¢no/aerobnog uklanjanja

P.

Tablica 5. Kemikalije koristene u provedbi eksperimenata (sve p.a. Cistoce):

Kemikalija

1,10-fenantrolinij-klorid monohidrat...............
(NH4)2SO04....coiiiiiiiieieieeee s
FESO4XTHO ... i

NESSIErOV reagens. ......ccvevrierieieiesese s
K-Na-C4H406 X 4H20.........ceeeeeeeicieeaaeeae
NaC2H3O02....cciiiiiiiii e
DAPI (4',6-diamidin-2-fenilindol)..................
Etanol. ...

IMerziono Ulje........cccovviiiiiicce e
KISIOAIN. ...
Kristal VIiolet.........ccoooveiiii e,
Na2HPO ..o
NaH2PO4....ocviiieiececeee e
NaH2PO4XH20......ccccovviiiiieieeecee e
Metilen plavo........cccocevieieiiiiicee
Paraformaldehid.............ccccocoviveviiiiniieicc,
Fosfatna puferna otopina

Probe FISH .....cooveiiee e
ProLong Gold antifade mountant...................
SDS (natrijev dodecil-sulfat)..............ccceeunee
THSIHCL ..o

Proizvodac
Kemika
GRAM-MOL
Kemika

Kemika

Kemika

Kemika

Merck

Kemika

Kemika

Merck

Merck

Kemika

Kemika

Merck

Alkaloid
Kemika
GRAM-MOL
GRAM-MOL
BioChemica
Kemika

Merck

Merck

Kemika

Merck
SIGMA-ALDRICH
SIGMA-ALDRICH
Fisher Scientific
Merck

Merck
SIGMA-ALDRICH
Merck

Merck

GOREA PLUS
Biosistemi
Merck

Merck
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3.2. ANALITICKE METODE

Uzorci su prije provodenja analitickih metoda filtrirani kroz filter papir veli¢ine pora 0,45 um.
Uzorci za analizu su uzeti na pocetku 1 kraju anoksi¢nog perioda, te tijekom aerobnog perioda

u odredenim vremenskim intervalima.

3.2.1. Odredivanje kemijske potrosnje kisika (KPK)

KPK vrijednost odredivana je titrimetrijski prema Standard Methods (APHA 1995), po metodi
5220C (Closed Reflux, Titrimetric method).

Uzorak se spaljuje u kiseloj sredini uz srebro sulfat (Ag2SOs) kao katalizator i zivin sulfat
(HgSO4) za izbjegavanje interferencije nekih anorganskih spojeva, poput klorida. SuviSak
kalijeva bikromata titrira se otopinom feroamonijeva sulfata (FAS), ((NH4)2Fe(SO4)2x6H20),

uz dodatak feroina kao indikatora, [jednadzba 7].

6Fe* 4 Cr,02" + 14H* - 6Fe3* + 2Cr®* + 7H,0 [7]

Postupak:
U staklenu kivetu otpipetira se 2 mL uzorka, doda 1,2 mL otopine K>Cr,07 + HgSO4i 2,8 mL

otopine Ag2SO4 + H2S04, pazljivo zatvori, promijesa, te spaljuje u termoreaktoru pri 150 °C/1h.
Ostavlja se u tamu dok se ne ohladi na sobnu temperaturu. Titrira se otopinom FAS (0,1 mol/L),
uz feroin kao indikator, do promjene boje iz plavo/zelene u smede/crvenu. Slijepa proba se
odredi na isti na¢in, a uzorak je destilirana voda. Faktor otopine feroamonijeva sulfata se odredi
poput slijepe probe, ali se ne digestira.

Faktor otopine ra¢una se prema jednadzbi [8].

1,2
f N Vfas [8]

gdje je:
1,2 - volumen (mL) otopine K>Cr207 + HgSO4

Vias - volumen (mL) FAS otopine utrosene za titraciju

KPK vrijednost se racuna prema jednadzbi [9].

KPK [mgOz] — (V1—V2)XCXfX8000

L

[9]

Vuzorka
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gdje je:

Vi-volumen [mL] FAS utroSen za titraciju slijepe probe
V2-volumen [mL] FAS utroSen za titraciju uzorka
c-koncentracija FAS (0,1 mol/L)

f-faktor otopine FAS

Pribor:

Staklene kivete s ¢epovima

Varijabilna ru¢na pipeta Eppendorf s nastavcima

Digestor, HACH COD reactor, Merck Thermoreactor TR 300
Dispenzeri

Titrator - Digitalna biretta Solarus, Hirschman-Laborgeréate

3.2.2. Odredivanje ukupnog dusika

Ukupni dusik odredivan je pomocu kivetnih testova Merck Spectroquant 1.14763 i 1.14537.
Organski 1 anorganski dusikovi spojevi se prevode u nitrat prema Koroleff-ovoj metodi u
reakciji s oksidiraju¢im reagensom u termoreaktoru. U otopini zakiseljenoj sumpornom i
fosfornom kiselinom, nitrati reagiraju s 2,6-dimetilfenolom (DMP) i tvore 4-nitro-2,6-
dimetilfenol koji se odreduje fotometrijski. Digestija je analogna EN ISO 11905-1, a
odredivanje nitrata je analogno ISO 7890/1.

Postupak:

U praznu kivetu se doda 9 mL destilirane vode i 1 mL filtriranog uzoraka i promijesa. Doda se
1 zli¢ica reagensa N-1K 1 promijeSa, 6 kapi reagensa N-2K, dobro zatvori, promucka i spaljuje
pri 120 °C/1h. Nakon spaljivanja kiveta se izvadi iz termoreaktora, nakon 10 min promucka, te
hladi na sobnu temperaturu. U reakcijsku kivetu otpipetira se 1 mL ohladenog spaljenog uzorka
(koristi se bistri supernatant ili filtrat u slu¢aju mutnoce ili taloga), doda 1 mL reagensa N-3K,
zatvori kiveta i dobro promucka. Nakon reakcijskog vremena od 10 min u spektorfotometru se
ocita vrijednost ukupnog dusika u mg/L.

Pribor:

Kivetni testovi Merck Spectroquant 1.14763 (10-150 mg N/L) i 1.1457 (0,5-15 mg N/L).
Staklene kivete s cepovima

Varijabilna ru¢na pipeta Eppendorf s nastavcima

Digestor tvrtke Hach COD Reactor

Spektrofotometar, Spectroquant VEGA 400, Merck
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3.2.3. Odredivanje amonijakalnog dusika

Amonijakalni dusik (NH4-N) odredivan je metodom po Nessleru. Dodatkom Nesslerovog
reagensa u prisustvu NH4-N nastaje Zuta do zuto smeda boja, ovisno o koli¢ini prisutnog NHs-
N, ¢iji se intenzitet odreduje mjerenjem absorbance pri valnoj duljini 425 nm, te iz bazdarnog

dijagrama ocita vrijednost NHs—N u mg/L.

Bazdarni dijagram nacinjen je odredivanjem absorbancijskih vrijednosti poznatih koncentracija
standardne otopine NH4ClI pri 425 nm.

Postupak:

U odmjernu tikvicu od 50 mL doda se 50 mL filtriranog uzorka, po potrebi razrijedenog, i 2
kapi K-Na-tartarata i promijesa, te doda 1 mL Nesslerovog reagensa i promijeSa. Nakon 10 min
izmjeri se absorbanca pri 425 nm.

Pribor:

Odmjerne tikvice od 50 mL

Varijabilna ru¢na pipeta Eppendorf s nastavcima

Fotometar, SQ 200, Merck

3.2.4. Odredivanje koncentracije nitrata

Odredivanje NOs-N je provedeno pomocu kivetnih testova 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 se doda 1,5 mL uzorka (prethodno filtriranog i po potrebi razrijedenog) i
zli¢ica NOgz-1 reagensa. Kiveta se dobro zatvori i mijeSa dok se reagens ne otopi. Potom se doda
5 mL koncentrirane sumporne kiseline, kiveta pazljivo zatvori 1 promije$a. Reakcija se odvija
10 minuta, potom se o¢ita vrijednost NO3-N u mg/L.

Pribor:

Kivetni testovi Merck Spectroquant 1.14773 (0,2-20 mg NOz-N/L)

Staklene kivete s ¢epovima

Varijabilna ru¢na pipeta Eppendorf s nastavcima

Kvarcne kivete, Merck

Spektrofotometar, Spectroquant VEGA 400, Merck

22



3.2.5. Odredivanje koncentracije nitrita

Metoda za odredivanje nitrita pomocu kivetnih testova Merck Spectroquant 1.14776, se temelji
na reakciji nitrita sa sulfanilnom kiselinom uz nastanak diazonijeve soli, koja reagira s N-(1-
naftil)etilendiamin dihidroklorom i tvori crveno-ljubicastu azo boju.

Intenzitet obojenja se mjeri fotometrijski. Ova metoda je analogna EPA 354.1, US Standardnim
metodama 4500-NO2'B, i EN 26 777.

Postupak:

U staklenu kivetu se doda 5 mL uzorka (prethodno filtriranog i po potrebi razrijedenog) i jedna
zlicica NO»-1 reagensa, Kiveta se zatvori i mijeSa dok se reagens ne otopi. Nakon 10 minuta
reakcijskog vremena izmjeri se koncentracija NO2-N u mg/L.

Pribor:

Kivetni testovi Merck Spectroquant 1.14776 (0,002-1 mg NO2-N/L)

Staklene kivete s cepovima

Varijabilna ru¢na pipeta Eppendorf s nastavcima

Kvarcne kivete, Merck

Spektrofotometar, Spectroquant VEGA 400, Merck

3.2.6. Odredivanje koncentracije fosfata

Fosfat u obliku ortofosfata (POs-P) odredivan je pomocu kivetnih testova Merck Spectroquant
1.14842, 1.00673.0001 i 1.14729.0001. Metoda se temelji na reakciji iona ortofosfata s
amonijevim vanadatom 1 amonijevim heptamolibdatom pri ¢emu nastaje Zuto obojeni
molibdovanadat fosforna kiselina ¢ija se koncentracija odreduje fotometrijski. Ova metoda je
analogna APHA 4500-P C.

Postupak:

U staklenu kivetu se otpipetira 5 mL prethodno filtriranog i po potrebi razrijedenog uzorka te
se doda 1,2 mL POs-1 reagensa. Kiveta se zatvori i promijesa. Nakon 10 minuta reakcijskog

vremena izmjeri se koncentracija PO4-P u mg/L.
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Pribor:
Kivetni testovi Merck Spectroquant 1.14842 (0,5-30 mg POs-P/L), 1.00673.0001 (3-100 mg
PO4-P/L) 1 1.14729.0001 (0,5-25 mg PO4-P/L).

Staklene kivete s ¢epovima

Varijabilna ru¢na pipeta Eppendorf s nastavcima
Kvarcne kivete, Merck

Spektrofotometar, Spectroquant VEGA 400, Merck

3.2.7. Odredivanje pH vrijednosti

Za motrenje i odredivanje pH vrijednosti tijekom mikrobnih procesa uporabljen je pH-metar

WTW 330i i pH elektroda SenTix41.

pH elektroda je tijekom pokusa bila uronjena u bioreaktor te je oCitavana vrijednost prikazana
na zaslonu pH-metra. Svakodnevno, prije uporabe pH elektrode, provodeno je umjeravanje
elektrode (kalibracija) uranjanjem pH elektrode u pufer otopinu s pH 4, pH 7 i pH 10 prema
uputama proizvodaca. Nakon zavrSetka mjerenja elektroda je isprana destiliranom vodom te
cuvana u otopini elektrolita, zasi¢enoj otopini kalijeva klorida.

Pribor:

pH-metar WTW 330i

pH elektroda WTW SenTix41

Kemikalije:
Puffer otopina, WTW, Buffer solution pH 4, pH 7 i pH 10

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 mikrobnog procesa bila uronjena u bioreaktor te je

vrijednost koncentracije otopljenog kisika prikazana na zaslonu uredaja, u mg/L ili % zasiéenja.

3.2.9. Odredivanje temperature

Temperatura je tijekom procesa odredivana pomocu temperaturnog senzora s kisikove
elektrode (WTW Oxi3210 i DurOx) i pH elektrode (WTW 330i i SenTix41) oCitavanjem sa

zaslona uredaja.
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3.2.10. Odredivanje ukupne suspendirane tvari (TSS) i ukupne organske suspendirane tvari

(VSS)

Uobicajeno se biomasa u bioreaktoru odreduje kao (i) ukupne suspendirane ¢estice (TSS, engl.
Total Sespended Solids) koje predstavljaju dio ukupnih ¢estica (TS, engl. Total Solids) i (ii)
hlapive suspendirane Cestice odnosno ukupne organske suspendirane Cestice (VSS, engl.
Volatile Suspended Solids). TS ¢ine ostatak nakon §to se uzorak upari i susi pri 103-105 °C.
TSS je dio TS koji se zadrzao na filter papiru specificne veli¢ine pora, i suSen do konstantne
mase pri 105 °C. Najcesce koristeni filter za odredivanje TSS je Whatmanov filter od staklenih
vlakana (engl. Whatman glass fiber filter) kojemu je veli¢ina pora oko 1,58 um. VSS

predstavljaju one Eestice koje su hlapive i izgorene pri spaljivanju TSS (pri 500 + 50 °C).

Postupak I:

Kroz prethodno izvagani stakleni filter papir filtrira se odredeni poznati volumen uzorka, te susi
pri 105 °C do konstantne mase, te opet vaze. Iz razlike mase filter papira s talogom i ¢istog

filter papira izracuna se TSS vrijednost, prema jednadzbi [10].

Mom —Mf

TSS [%] - x 1000 [10]

mL uzorka
gdje je:
Mom [g] = masa osusenog aktivnog mulja na filter papiru

ms [g] = masa Cistog filter papira

Postupak II:

Pri koriStenju vlagomjera u odredivanju TSS, nakon filtriranja poznatog volumena uzorka
primjenom vakuum sisaljke kroz prethodno izvagani stakleni filter papir, filter papir sa talogom
se stavlja u aluminijsku posudicu za suSenje te nakon zavrSenog procesa na displeju odita
koli¢ina suhe tvari u g/L.

Ukupna organska suspendirana tvar (VSS) se odreduje spaljivanjem na plamenu filter papira s
talogom nakon odredivanja TSS, te nakon toga Zarenjem u mufolnoj pe¢i na 500 °C cca 3h.
Nakon zarenja, ostatak (pepeo) se hladi u eksikatoru prije vaganja.

Razlika mase filter papira nakon zarenja i Cistog filter papira predstavlja ukupnu anorgansku

suspendiranu tvaru (ISS, engl. Inorganic Suspended Solids), prema jednadzbi [11].

8| _ Mizareni m ~Meisti f
ISS [L] a V (mL) uzorka x 1000 [11]

VSS predstavlja razliku TSS 1 ISS, prema jednadzbi [12]
VSS =TSS - ISS [gLY] [12]
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Pribor:

Analiticka vaga

Porculanska zdjelica

Filter papir (1,6 um, GF/A, Whatman)
Aluminijske posudice, KERN MLB-A01
Sustav za vakuum filtraciju, Sartorius
Susionik

Eksikator

Vlagomjer, Kern MLS-D

Mufolna pec

3.2.11. Odredivanje neto uklonjenog fosfora

Vrijednost neto uklonjenog fosfora je dobivena iz razlike pocetne koncentracije fosfora i
konacne koncentracije fosfora podijeljena s koncentracijom VSS, te je dobivena vrijednost

izrazena u mg PO4-P/gVSS.

3.3. MIKROBIOLOSKE METODE
3.3.1. Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH)

FISH je molekularna citogenetska tehnika, zasniva se na hibridizaciji odredene genske
sekvence 1 odgovarajuceg niza nukleotida vezanog za fluorescentni marker (proba) (Amann,
1995). FISH uzorci su promatrani na CLSM. Sest oligunkleotidnih proba (Tablica 6) oznagenih
fluorescentnim bojama cianin 3 i cianin 5, koriStenih u ovom radu su: EUB338, EUB338-11 i
EUB338-1II (EUBmix, oznacavale su sve bakterije, skupa su koristene), i PAO462, PAO651 1
PAO846 (PAOmix, fosfor akumulirajuci organizmi, takoder skupa koriStene). EUBmix probe
su bile oznac¢ene Cianin 5 bojom na 5' kraju, a PAOmix probe Cianin 3 bojom takoder na 5'

kraju. Ciljana molekula je bila 16S rRNA.
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FISH metoda se sastojala od cetiri koraka:
(1) Priprema fiksativa (4% paraformaldehid)

Zagrijati 65 mL destilirane vode na 60 °C, dodati 4 g paraformaldehida, 1 kap 2M NaOH,
brzo mijesati 1-2 minute. Ukloniti izvor topline. Dodati 33 mL 3 x PBS (engl. Phosphate-
buffered saline). Podesiti pH na 7,2 s HCL. Filtrirati otopinu kroz 0,2 um filter. Brzo ohladiti

na 4 °C i ¢uvati u hladnjaku.
(i) Fiksacija suspenzije mikrobnih stanica 4% paraformaldehidom

Dodati 3 volumena paraformaldehid fiksativa na 1 volumen uzorka. Cuvati 1-3 sata na 4
°C. Peletirati fiksirane stanice centrifugiranjem na 5000g te ukloniti fiksativ. Oprati stanice
u 1 x PBS i resuspendirati stanice u 1 x PBS do konaéne koncentracije 108-10° stanica/mL.
Dodati 1 volumen ledeno hladnog etanola i1 promijesati. Fiksirane stanice se zatim mogu

staviti na stakalca ili pohraniti na -20 °C na nekoliko mjeseci.
(i) Imobilizacija fiksiranih mikrobnih stanica na stakalca

Staviti oko 3 pL fiksirane stani¢ne suspenzije na stakalce u promjeru oko 5 mm i osusiti na
zraku. Dehidrirati stanice umakanjem u 50%, 80% i 98% etanol, svaki po 3 minute. Nakon
toga se stakalca mogu neograni¢eno ¢uvati suha pri sobnoj temperaturi.

(iv)  Hibridizacija

Umociti list Whatman 3MM papira u hibridizacijski pufer 1 staviti u tubu od 50 mL.
Izjednaciti tubu nekoliko minuta na hibridizacijskoj temperaturi (46 °C). Za svako mjesto
za hibridizaciju izmijesati 8 pL hibridizacijskog pufera i 1 uL fluorescentne probe. Staviti
9 uL mjesavine hibridizacijskog pufera i probe na svako mjesto fiksiranih stanica. Brzo
staviti stakalce u prethodno ugrijanu vlaznu tubu 1 hibridizirati 2 sata na 46 °C. Ukloniti
stakalce iz vlaZne tube i odmah prekiniti hibridizaciju tako Sto se ispiru probe sa stakala sa
hibridizacijskim puferom prethodno ugrijanog na temperaturu hibridizacije. Zatim staviti
stakalce u tubu koja je napunjena sa 50 mL hibridizacijskog pufera i inkubirati 20 minuta
na hibridizacijskoj temperaturi. Ukloniti soli kratkim umakanjem stakalca u destiliranu
vodu, otresti viSak vode i osusiti na zraku. Staviti 1 kapljicu ,,mountanta“ na preparat i preko

pokrovnicu. Ostaviti na sobnoj temperaturi na suhoj ravnoj povrsini 24 sata u mraku.
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Tablica 6. Probe koristene za FISH analize

] Ciljana Formamid .
Naziv probe ) Sekvenca (5'-3") Literatura
skupina %
PAO462 CCGTCATCTACWCAGGGTATTAAC 35
Crocetti i
PAO651 PAOmMix PAOs CCCTCTGCCAAACTCCAG 35 (2000)
sur.
PAO846 GTTAGCTACGGCACTAAAAGG 35
Amann i
EUB338 Sve GCTGCCTCCCGTAGGAGT 0-50
sur. (1990)
EUBmIx | bakterije
EUB338-11 GCAGCCACCCGTAGGTGT 0-50 Daims i sur.
EUB338-11I GCTGCCACCCGTAGGTGT 0-50 (1999)

3.3.2. Metoda bojanja po Neisseru za odredivanje poliP

Na ¢isto i odmascéeno predmetno stakalce (provlacenje predmetnice kroz plamen) stavi se

kapljica aktivnog mulja. Preparat se ostavi da se osusi na sobnoj temperaturi, zatim se osuSeni

razmaz fiksira provlacenjem predmetnice tri puta kroz plamen. Na fiksirani razmaz se nanese

svjeze pripremljena mjesavina 2 dijela otopine A i 1 dio otopine B 10-15 sekundi. Visak boje

pustimo da otece sa stakalca. Nakon toga se nanese otopina C na 45 sekundi te ispere vodom.

Stakalce se ostavi da se osusi i gleda pod svjetlosnim mikroskopom. Nakupljeni poliP se vide

kao tamno-ljubicasto obojana volutinska zrnca unutar bakterijske stanice. Metoda bojanja po

Neisseru za odredivanje poliP provedena je po metodi Eikelboom i van Buijsen, 1983.

Potrebni reagnesi za provedbu bojanja po Neisseru navedeni su u tablici 7.

Tablica 7. Reagensi koristeni za metodu bojanja po Neisseru:

Otopina A

MELIHEN PIAVO ......ooviiiecicce e 0,19
ELAN0l 9690 ... 5,0 mL
Octena Kkiselina (glaciale) ..........ccccoovveveeveiiecece e, 5,0 mL
DeStilirana VOOa .......coeevevveieeiciiiie e 100,0 mL
Otopina B

Kristal-violet (10% u 96% etanolu) ...........ccocvvveieerciennnn 3,3mL
Etanol 9690 .......c.oooviiiiie 6,7 mL
DeStilirana VOOa .......coeevevveieeiciiiie e 100,0 mL

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

Krisoidin Y (1% vodena otopina) .........cccccevevveevieeiveernennn,
Destilirana Voda ..........cccvevveieiieiecie e

33,3 mL
100,0 mL
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3.4. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti (x) pojedinatnog parametra:

N
2% [13]

5, = |2 =X] [14]

N = ukupan broj mjerenja

Xi = pojedinacne vrijednosti mjerenja

Statisticki znacajnim smatrane su razlike za koje je stupanj vjerojatnosti p<0,05.

Statisticka analiza podataka je provedena koriste¢éi Microsoft Excel 2011 (Redmond,
Sjedinjenje Americke Drzave) i StatSoft Statistica 7.0 (Tulsa, Sjedinjene Americke Drzave).
Dobiveni podatci su izrazeni u obliku srednja vrijednosttstandardna devijacija srednje
vrijednosti. ViSestruka usporedba provedena je ANOVA analizom varijance s odredenim

intervalom pouzdanosti p < 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

EBPR je ekonomican i ekoloSki odrziv proces kada se dobro vodi i smatra se klju¢nom
strategijom u prevenciji eutrofikacije 1 prepoznaje kao napredno podrucje istrazivanja u obradi
otpadnih voda, ali stabilnost i pouzdanost procesa predstavljaju izazov (Oehmen i sur., 2007;
Metcalf & Eddy, 2003).

U EBPR procesu PAOs akumuliraju P u suvisku metabolickih potreba i pohranjuju ih kao
unutarstani¢ni biopolimer poliP (Metcalf & Eddy, 2003).

Zbog male brzine rasta PAOs su prisutni u aktivnom mulju u malom broju (Seviour, 2008;
Metcalf & Eddy, 2003). Da bi se omogucila selekcija PAOs u aktivnom mulju EBPR proces se
vodi u anaerobnim i aerobnim uvjetima u slijedu, tako da su elektron donor (organski sastojci)
i elektron akceptor (obi¢no kisik) fizicki odvojeni, pa se na taj nac¢in PAOs selektiraju medu
drugim mikroorganizmima koji ne mogu Kkoristiti organske sastojke u takvim uvjetima (Mino i
sur., 1998).

EBPR proces ima tri karakteristike: (i) anaerobni unos organskih sastojaka i njihovo
pohranjivanje, (ii) anaerobno otpuStanje fosfora i1 (iii) aerobni unos fosfora koji znatno
premasuje potrebe stani¢nog rasta. U metabolizmu EBPR procesa vaznu ulogu imaju skladis$ni
spojevi: polifosfati, glikogen i polihidroksialkanoati (PHA) koji su prisutni u obliku
polihidroksibutirata (PHB) ili polihidroksivalerata (PHV) (Metcalf & Eddy, 2003, Smolders i
sur., 1994).

Na vaznost anaerobne faze kao puno znacajnije od aerobne faze u sposobnosti PAOs za

pohranjivanje-skladistenje P ukazuju Chiou i Yang (2007).

U radu Li 1 sur., (2010) istrazeno je u full-scale anoksi¢no/aerobnom SBR sustavu istovremeno
uklanjanje N 1 P iz gradske otpadne vode. Sustav je radio 290 dana i postigao stabilan u¢inak
obrade organskih spojeva i nutrijenata. Ciklus se sastojao od: punjenja, reakcije (anoksi¢no 210
min — aerobno 210 min — anoksi¢no 150 min — aerobno 60 min), taloZenja i dekantiranja.
Postignut je ucinak uklanjanja: 90,1% KPK, 89,3% TP, 87,3% NHas-N i 60,2%TN. Pokusi su
vodeni na nacin da je DO odrzavan pri 2-3 mg/L, MLSS = 3000-4000 mg/L, SRT = 20-25 dana.

, aktivnost PAOs tijekom anoksi¢no/aerobnog procesa uklanjanja P, odnosno ucinak razlicite
koncentracije natrijeva acetata kao jedinog izvora ugljika na metabolizam PAOs (Slike 9-13),
istrazena je pri razli¢itim omjerima C/P s natrijevim acetatom kao jedinim izvorom ugljika, bez
provodenja anaerobnog dijela obrade, uz istovremeno provodenje procesa uklanjanja N (dodan

NH3s-N prema PO4-P u omjeru N/P 1).
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Prisutnost PAOs dokazana je primjenom FISH metode po Amann (1995), a bojanjem mulja po

Neisseru (Eikelboom i van Buijsen, 1983) dokazano je unutarstani¢no pohranjivanje poliP.

Provedeni su diskontinuirani pokusi, u slijedu anoksi¢no/aerobna obrada, i to: 2 sata anoksi¢nog
procesa uz dodatak natrijeva acetata pri omjeru C/P 1, 3, 5, 7 i 10, pri DO<0,3 mg/L na
magnetskoj mjesalici pri 100 o/min, i u slijedu aerobni proces uz dodatak POs-P za oc¢ekivanu
pocetnu koncentraciju 30 mg PO4-P/L i uz dodatak NHs-N za oc¢ekivanu pocetnu koncentraciju
30 mg NH4-N/L, uz VSS 3,6%0,1 g/L.

Provedba ovih istrazivanja uéinka odabranih varijabli na: metabolizam PAOs, ucinkovitost
procesa i mikrobnu dominantnost u ciljanim bioloskim procesima, a sve ovisno o dabranim

¢imbenicima procesa, je razmatrana s ciljem:

o Ovakvim vodenjem procesa, izostanak anaerobne faze, pojednostavljuje se vodenje
procesa.

o Odabrano je vrijeme trajanja anoksic¢ne faze od 2 sata jer je prethodnim istrazivanjima
pokazano da duze anoksi¢no vrijeme (istrazeno 4 sata) nije imalo ufinka na vece
iskoristenje KPK iz vodenog medija.

o Acetat je odabran kao izvor ugljika jer PAOs (i GAOs) vrste preferiraju masne kiseline
(VFA) kao izvor ugljika, a acetat i propionat prevladavaju u otpadnim vodama (Lv i
sur., 2014). Omjer organskih sastojaka i ukupnog fosfora, KPK/TP, (ulazni KPK/P ili
ulazni C/P) je krucijalan za dizajn i rad sustava za uklanjanje P. PAOs imaju tendenciju
dominiranja pri omjeru KPK/P 10-20 mgKPK/mgP, dok GAOs dominiraju pri omjeru
KPK/P>50 mgKPK/mgP (Oehmen i sur., 2007).

o Ucinak N spojeva na uklanjanje P je istraZeno jer je poznato da se u aerobnim uvjetima
PO4-P unosi u stanicu ali se DO istovremeno koristi i u procesu nitrifikacije, a poznato
N od anoksi¢nog unosa (Freitas i sur., 2009). Aerobni unos P je inhibiran pri 2 mg NO»-
N/L a pri 6 mg NO2-N/L zbiva se potpuna inhibicija, dok u anoksi¢nim uvjetima
inhibicija unosa P se javlja pri NO2-N>5 mg/L (Coma i sur., 2012). U istrazivanju Zhou
i sur. (2007) je pokazano da je nitritna inhibicija reverzibilna, a brzina obnove ovisi 0

koncentraciji kojoj je biomasa bila izloZena.
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o Istrazen je ucinak razlicitog omjera KPK/P (C/P) na metabolizam PAOs u rasponu
vrijednosti C/P 1-10 §to odgovara omjeru KPK/P 2-23 (eksperimentalno odredeno).
Isto tako, uc¢inak C/P na proces anoksi¢no/aerobnog uklanjanja P je istraZzen kako bi se
definirala potreba na KPK za unos P, odnosno mgKPK/mgP. U literaturi je navedeno
da omjer KPK/P 15 je dovoljan za postizanje 100% uklanjanja P anaerobno/aerobnim
uvjetima (Broughton i sur.,2008). Uc¢inak omjera KPK/P na izvedbu EBPR uz acetat
kao izvor ugljika u anaerobno/aerobnom procesu istrazivali su Jiang i sur. (2015), te su
definirali da je minimalni omjer KPK/P za potpuno uklanjanje P 8,24 gKPK/gP.
Takoder, pokazali su da pri niskom omjeru KPK/P dolazi do smanjenja zaliha glikogena
ali preostaje dovoljno za anaerobni VFA unos. To sugerira da PAOs znatno preferiraju
odrzavanje nivoa uskladiStenog glikogena negoli dodatno generiranje poliP (Jiang i sur.,
2015).

o Vezano za DO, u literaturi (Metcalf & Eddy, 2003) je istaknuto da pri DO 2,5-3 mg/L
dolazi do povecanja udjela PAOs u mulju, a visoke koncentracije otopljenog kisika u
aerobnoj fazi, pri DO 4,5-5 mg/L, pogorSavaju uklanjanje fosfora. DO utjece i na
aktivnost nitrifikanata, nema Stetnog u¢inka za manje od 4 sata bez DO, dok viSe od 4

sata bez DO S§tetno utjeCe na aktivnost nitrifikanata (Brdjanovic i sur., 1998b).
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4.1. ANOKSICNO/AEROBNO UKLANJANJE P PRI RAZLICITIM OMJERIMA C/P

Promjene koje su se zbivale tijekom procesa uklanjanja C, N i P a odraz su mikrobnih reakcija
pri odabranim procesnim uvjetima i uvjetima okoliSa, prikazane su slikama 9-13 za odabrane
omjere C/P 1, 3,5, 7, i 10.
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Slika 9. Promjene KPK, POs—P, NHs-N, NOs-N, NO2-N, te pH, DO i temperature tijekom

aerobnog perioda anoksi¢no/aerobnog procesa uklanjanja P, pri C/P 1

U pokusu pri C/P 1 s$to odgovara omjeru KPK/P 2 (Slika 9) tijekom 2 sata anoksi¢nih uvjeta
sav raspolozivi KPK je utroSen, te je tijekom aerobnog uvjeta mikrobna biomasa provodila
proces akumulacije P i istovremene oksidacije NH4-N do NOs-N i NO.-N. Brzina oksidacije
amonijaka je iznosila 21 mg NH4-N/Lh, a brzina uklanjanja P je iznosila 9,6 mg PO4-P/Lh. U

aerobnim uvjetima uklonjeno je 29% POs-P tijekom 80 min (26% tijekom prvih 20 min).
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Slika 10. Promjene KPK, PO4sP, NHs-N, NOs-N, NO2-N, te pH, DO i temperature tijekom

aerobnog perioda anoksi¢no/aerobnog procesa uklanjanja P, pri C/P 3

Pokus pri omjeru KPK/P 6,3 odgovara omjeru C/P 3 (Slika 10) je proveden uz smanjenje

koncentracije KPK za 85 mg/L tijekom 2 sata anoksi¢nog procesa. U aerobnom dijelu procesa

preostali KPK od 103 mg/L je oksidiran, uz istovremenu oksidaciju NH4-N (nakupljanje NOs-

N i NO2-N) te uklanjanje P. Pokus je proveden uz brzinu oksidacije amonijaka 30 mg NHa-

N/Lh, i brzinu uklanjanja P od 10,6 mg POs-P/Lh. Uklonjeno je u aerobnim uvjetima 42% POg-

P tijekom 60 min (28% tijekom prvih 15 min).
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Slika 11. Promjene KPK, PO4—P, NHs-N, NOs-N, NO2-N, te pH, DO i temperature tijekom

aerobnog perioda anoksi¢no/aerobnog procesa uklanjanja P, pri C/P 5

Pokus uz omjer KPK/P 9,2 odgovara omjeru C/P 5 (Slika 11) u kojem je tijekom 2 sata
anoksi¢nih uvjeta uklonjeno 112 mg KPKI/L, dok je preostalin 131 mg KPK/L potpuno
uklonjeno u aerobnim uvjetima. Brzina oksidacije amonijaka je iznosila 28 mg NHa4-N/Lh, a
brzina uklanjanja P je iznosila 11,7 mg PO4-P/Lh. U aerobnim uvjetima uklonjeno je 44% POs-

P tijekom 60 min (tijekom prvih 15 min 38%).
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Slika 12. Promjene KPK, PO4—P, NHs-N, NOs-N, NO2-N, te pH, DO i temperature tijekom

aerobnog perioda anoksi¢no/aerobnog procesa uklanjanja P, pri C/P 7

U pokusu pri omjeru KPK/P 15 a §to je ostvareno dodatkom natrijeva acetata pri C/P 7 (Slika

12) tijekom 2 sata anoksi¢nih uvjeta postignuto je uklanjanje KPK od 76 mg/L. Preostali KPK

je potpuno oksidiran u aerobnim uvjetima tijekom 45 min, kao i proveden proces oksidacije

NHs-N. Brzina oksidacije amonijaka je iznosila 30 mg NHs-N/Lh, a brzina uklanjanja P je

iznosila 13,8 mg POs-P/Lh. U aerobnim uvjetima uklonjeno je 42,6% POs-P tijekom 45 min

(tijekom prvih 15 min 35%).
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Slika 13. Promjene KPK, PO4P, NHs-N, NOs-N, NO2-N, te pH, DO i temperature tijekom

aerobnog perioda anoksi¢no/aerobnog procesa uklanjanja P, pri C/P 10

Pokus pri omjeru C/P 10 odgovara omjeru KPK/P 23 (Slika 13) je rezultirao u anoksi¢énom
dijelu procesa uklanjanjem 130 mg KPKI/L, a preostali KPK je oksidiran u aerobnom dijelu
procesa tijekom 45 min do 45 mg KPK/L. Istovremeno je, u aerobnom dijelu procesa, oksidiran
KPK, oksidiran NH4-N te uklonjen P. Brzina oksidacija amonijaka je iznosila 32 mg NHas-N/Lh,
a brzina uklanjanja P je iznosila 18 mg PO4-P/Lh. U aerobnim uvjetima uklonjeno je ukupno
51,9% PO4-P tijekom 45 min (40,7% PO4-P uklonjeno tijekom prvih 15 min aerobnog procesa).
U literaturi je istaknuto da je potpuno P uklanjanje (100%) postignuto pri omjeru KPK/P 15 i
uz pocetnu koncentraciju 50 mg POs4-P/L (Broughton i sur., 2008), a takoder visoka
ucinkovitost uklanjanja P od 97% je ostvarena pri omjeru 2/1 propionska/octena kiselina kao

organski sastojak (Li i sur., 2008).
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4.2. OVISNOST UKLANJANJA P U ANOKSICNO/AEROBNOM PROCESU O pH, DO
| TEMPERATURI

Temperatura i pH-vrijednost vodenog okolisa su limitirajuci ¢cimbenici aktivnosti PAOs vrsta.
U literaturi (Panswad i sur., 2003; Whang i Park, 2002.) se isti¢e da je temperatura 17-22 °C
povoljna za aktivnost PAOs, i1 da pri tim uvjetima temperature prevliada biomasa PAOs nad
GAOs, buduc¢i GAOs odogovara visa temperatura.

Svi pokusi u kojima je istrazivano uklanjanje P u anoksi¢no/aerobnim uvjetima (Slike 9-13) su
provedeni u ambijentalnim uvjetima temperature (bez kontrole — odrzavanja odabrane
temperature procesa — vodenog medija). Pokusi su zapoceti pri uvjetima temperature oko 23+1
°C te je tijekom procesa u anoksi¢nim uvjetima temperatura u svim pokusima porasla za 2-2,5
°C, te su pokusi u aerobnom dijelu procesa vodeni pri 24+1 °C (C/P 1), 26x1 °C (C/P 3);
25,5+0,5 °C (C/P 5), 24,5+0,5 °C (C/P 7), 25,5£0,5 °C (C/P 10). Ovakvim vodenjem procesa
nije se utjecalo na aktivnost PAOs u anaerobnim uvjetima, istaknuto je u literaturi da povecéanje
temperature do 30 °C ne utjece na aktivnost PAOs u anaerobnim uvjetima (Panswad i sur.,
2003; Brdjanovi¢ i sur., 1998). lako je istaknuto da je povoljna temperatura za uklanjanje P 17-
22 °C (Panswad i sur., 2003; Whang i Park, 2002.) izmjerene vrijednost temperature u
aerobnom dijelu procesa nisu imale u¢inka na aktivnost PAOs (Slike 9-13).

pH ima znatan uc¢inak na anaerobni metabolizam PAOs i GAOs, na kompeticiju izmedu PAOs
i GAOs, tako da vise vrijednosti pH daju metabolicke prednosti PAOs nad GAOs, odnosno
PAOs mogu poboljsati uklanjanje fosfora u EBPR sustavima zbog obogacivanja mulja sa fosfat
akumuliraju¢im vrstama. Povoljna pH-vrijednost za aktivnost PAOs je u rasponu pH 7,5-8,5, a
grani¢na (kriti¢na) vrijednost je pH 7,25, jer pri pH>7,25 dominiraju PAOs, odnosno pri
pH<7,25 dominiraju GAOs, pa se sugerira kontrola pH kao ¢imbenik kojim Se manipulira

neprisutnost GAOs u SBR sustavima (Filipe i sur., 2001).

Profili pH u svim pokusima (Slike 9-13) su odraz aktivnosti mikrobnih vrsta u ciljanom
procesu, i aktivosti OHO, i NI/DNI vrsta kao i PAOs vrsta.

U pokusima sa nizim omjerom C/P (pri C/P 1, 3 1 5, Slike 9-11) u profilu pH u aerobnom dijelu
procesa u pocetku se zbiva porast pH kao rezultat oksidacije organskih sastojaka (smanjenje
KPK vrijednosti, aktivnost OHO vrsta). Nakon potpune oksidacije KPK preostalog nakon
anoksi¢nog procesa (KPK preostao u maloj koli¢ini) dolazi do pada pH vrijednosti kao rezultat

oksidacije NHs-N i nakupljanja NO3z-N + NO2-N, i to znatno u pokusu u kojem nije preostalo
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KPK nakon anoksi¢nih uvjeta (C/P 1 kao i u pokusu pri C/P 3 kada je nakon anoksi¢nih uvjeta
preostalo malo KPK Kkoji se oksidirao u aerobnom dijelu procesa).

Pokus pri C/P 5 ima profil pH koji pokazuje porast pH tijekom oksidacije KPK i aktivnosti
PAOs, a tijekom nitrifikacije snizava se pH ali slabo izrazeno (Slika 11).

U pokusima sa ve¢im omjerom C/P (C/P 71 10, Slike 12 i 13) u profilu pH se ne biljezi pad pH
lako se zbiva oksidacija NHs-N i nakupljanje NOs-N + NO2-N. Pri C/P 7 i C/P 10 neprestani je
rast pH vrijednosti kao rezultat oksidacije KPK koji je u znatnoj koli¢ini preostao nakon
anoksi¢nih uvjeta procesa.

Manipuliranjem pH-vrijednosti i temperature moze se favorizirati aktivnost PAOs i suzbijati
aktivnost GAOs (koji u anaerobnim uvjetima uzimaju organske sastojke ali ne doprinose na

uklanjanju P).

Koncentracija otopljenog kisika, DO, takoder izravno utjece na aktivnost mikrobnih vrsta u
ciljanom procesu (Slike 9-13). U anoksi¢nim uvjetima provodenim tijekom 2 sata, po dodatku
organskog izvora ugljika (natrijeva acetata) u odgovarajucoj koli¢ini za odabrani omjer C/P
koncentracija otopljenog kisika je ve¢ nakon 5 min bila DO<0,3 mg/L, ostvareno mijeSanjem
na magnetskoj mjesalici pri 100 o/min (Slike 9-13). Takvi uvjeti vodenja procesa su rezultirali
smanjenjem koncentracije organskih sastojaka izrazenih kao KPK vrijednost u vodenom
mediju kao rezultat aktivnosti PAOs koji su unutarstani¢no pohranili (skladistili) organske
sastojke u obliku PHB za kasnije aerobno unosSenje fosfata iz vodenog medija i njegovu
unutarstani¢nu akumulaciju u obliku poliP. Unutarstani¢no spremanje fosfata u obliku poliP u
volutinskim zrncima je dokazano bojanjem po Neisseru (Eikelboom i van Buijsen, 1983), a
prisutnost PAOs-a u aktivnom mulja je dokazana FISH metodom (Amann, 1995).

Utrosak KPK (smanjenje koncentracije u anoksi¢énom uvjetu, Slike 9-13) se pripisuje aktivnosti
PAOs vrsta, a ne i procesu denitrifikacije koji bi se da su prisutni N oksidi zbivao u anoksi¢nim
uvjetima. To je izbjegnuto jer je biomasa prije postavljanja pokusa “prana” vodovodnom
vodom da se izbjegne ucinak bilo kojeg moguceg produkta/meduprodukta ranijih bioloSkih
procesa, te su svi pokusi na pocetku anoksic¢ne faze imali 2>NOs-N>1 mg/L i NO2-N<0,02

mg/L.

DO je, poput pH, neizravni pokazatelj zbivanja u mikrobnom procesu, a uz dostupan
raspolozivi KPK je odgovoran za provodenje SND. U pokusima pri svim odabranim omjerima
C/P (Slike 9-13) zbivala se potpuna oksidacija NH4-N koja nije rezultirala nakupljanjem NOs-
N i NO2-N u ekvivalentnoj (stehiometrijskoj) koli¢ini. Po bilanci N, nedostaje N-oksida cca 15-

30%, ovisno o pocetnom omjeru C/P.
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43. UCINAK OMJERA KPK/P (C/P) NA UKLANJANJE P U
ANOKSICNO/AEROBNOM PROCESU

U aerobnim uvjetima u svim pokusima zbivalo se istovremeno uklanjanje N (istovremena
nitrifikacija i denitrifikacija, ali ne 100%), defosfatacija i uklanjanje KPK (preostalog nakon

anoksicne faze u pokusima sa visim omjerom C/P), Slike 9-13.

Organski sastojci (KPK) su u svim pokusima uklonjeni do vrijednosti u obradenoj vodi

dopustenih za ispust u okolis (NN 80/13).

Ucinak acetata na uklanjanje P se o¢ituje u anoksi¢nom unosu i pohranjivanju acetata u stanicu

PAOs u obliku PHB, te u aerobnim uvjetima unos P uz utrosak pohranjenog PHB.

Povecanjem omjera KPK/P (C/P) raste koli¢ina raspolozivih organskih sastojaka i Koli¢ina
uklonjenog KPK u anoksi¢énom uvjetu. Najveca redukcija KPK u anoksi¢nom dijelu procesa
od 130 mg KPK/L je ostvarena u pokusu pri C/P 10 i u tom pokusu je ostvareno najvece

uklanjanje POs-P u aerobnom uvjetu od 51,6 % (Slika 13).

Drugi autori (Ong i sur., 2013) navode da nizi omjer KPK/P (C/P=3) vise pogoduje uklanjanju
fosfora nego vec¢i omjer od C/P 10, pri temperaturi 28-32°C uporabom acetata kao jedinog

izvora ugljika u EBPR sustavu u anaerobno/aerobnom procesu.

Takoder, u literaturi (Guerrero i sur., 2011) pri provodenju anaerobno/aerobnog procesa je
istaknuto da je omjer P/C klju¢ni ¢imbenik u kompeticiji PAOs i GAOs. Pri omjeru P/C=20/100
PAOs su dominirali nad GAOs, a pri omjeru P/C 2/100 GAOs su nadvladali PAOs. Ve¢i omjer
P/C pogoduje rastu a time i dominaciji PAOs vrsta, dok manji omjer P/C rezultira zamjenom

dominantne populacije u GAOs.

Kako se u aerobnim uvjetima provodi oksidacija KPK preostalog iz anoksi¢nih uvjeta (u svim
pokusima sa omjerom C/P>3, Slike 10-13), a poznato je da heterotrofi imaju znatno ve¢i afinitet
za otopljeni kisik od autotrofa te se u aerobnim uvjetima zbiva intenzivno uklanjanje KPK
(tijekom prvih 15-30 min aerobnog procesa, ovisno u koncentraciji KPK preostaloj nakon
anoksi¢ne faze) i koje u tom vremenskom periodu prati istovremeno ali polagano smanjenje

koncentracije NH4-N (oksidacija NH4-N), a $to se prepoznaje i u profilu DO.

Krivulja DO u profilu koncentracije otopljenog kisika u aerobnom periodu procesa je odraz
mikrobnih reakcija: tako u pokusu pri C/P 1 istovremeno se uklanja POs-P i provodi
nitrifikacija, a nema aktivnosti OHO jer je sav KPK utroSen tijekom prethodnog anoksi¢nog

perioda (Slika 9); u pokusu pri C/P 3 preostaje mala koli¢ina KPK koja se u aerobnom periodu
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procesa aktivnoséu OHO vrsta istovremeno uklanja uz unos POs-P (aktivnost PAOS) i proces
nitrifikacije (aktivnost NI/DNI) (Slika 10); u pokusu pri C/P 5 tijekom prvih 15 min se ispoljava
znatna aktivnost PAOs i OHO, a tek potom NI/DNI (Slika 11); u pokusu pri C/P 7 i 10 u kojima
je nakon anoksi¢nih uvjeta preostalo puno KPK, DO se intenzivno tijekom prvih 15 min
aerobnih uvjeta uporabljuje od strane PAOs, a tek potom od OHO i NI/DNI (Slike 12 i 13).

Intenzivno smanjenje DO tijekom prvih 15 min aerobnih uvjeta je obiljezeno u svim pokusima
unosom POs-P u stanice PAOs (Slike 9-13), a u pokusima u kojima je preostalo puno organskih
sastojaka izrazenih kao KPK, Slike 12 i 13, OHO vrste su istovremeno kad 1 PAOs ispoljile
aktivnost (male brzine oksidacije organskih sastojaka), a tek po usporavanju aktivnosti PAOs
djeluju intenzivno OHO i NI/DNI vrste.

Po iscrpljivanju KPK, u profilu DO lagano poraste vrijednost ali se DO i dalje trosi, uporabljuje
za oksidaciju NH4-N koja u svim pokusima ne rezultira ekvivalntnoj koli¢ini nakupljenog NO>-
N + NOsz-N. Pokuse oksidacije NHs-N prati daljnje neznatno pohranjivanje P u PAOs (Slike
10-13). U pokusu pri C/P 1 sav KPK je utroSen tijekom anoksi¢ne faze, te se u aerobnoj fazi

istovremeno zbivaju procesi uklanjanja N i P (Slika 9).

U provedenim pokusima (Slike 9-13), u aerobnim uvjetima PAOs vrste su bile dominantne po
aktivnosti nad OHO i NI/DNI vrstama, potom OHO vrste koje su uklanjale KPK, a tek potom
NI/DNI vrste koje su provodile uklanjanje N.

U literaturi je istaknuto da nakon anaerobnih ili anoksi¢nih uvjeta NI/DNI vrste trebaju odredeni

period prilagodbe na aerobne uvjete za postizanje aktivnosti (Liu i sur., 2010).

U nadmetanju NI/DNI vrsta i PAOs vrsta u aerobnim uvjetima, u ovim pokusima (Slike 9-13)
NI/DNI nije pokazala potrebu aklimatizacije na aerobne uvjete sto je posebno vidljivo u pokusu
pri C/P 1 (Slika 9) kad nije bilo preostalog KPK te se aktivhost NI/DNI ispoljila odmah po
ostvarivanju aerobnih uvjeta, dok su u ostalim pokusima (C/P>3, Slike 10-13) NI/DNI vrste
kao autotrofi ispoljile aktivnost tek iscrpljivanjem (utroskom) KPK od strane OHO, ili
istovremenom aktivno$¢u uz OHO kada nisu prisutne velike koli¢ine organskih sastojaka. Taj
vremenski tijek procesa oksidacije NHs-N popracen je istovremenom aktivno$¢u PAOS vrsta
ali znatno slabije aktivnosti (najvec¢i unos PO4-P u stanice PAOs se zbivao tijekom prvih 15
min aerobnog procesa), (Slike 9-13). Uc¢inak NOx-N se odrazio na aktivnost PAOs u aerobnim
uvjetima na nacin da nakupljanje NO2-N kao rezultat nitrifikacije smanjuje brzinu unosa P u
PAOs — inhibira PAOs (Slike 9-13).
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To je u suglasju sa literaturom (Zhou i sur., 2007) u kojoj je istaknuto da je aerobni unos P u
PAOs inhibiran uz 2 mg NO2-N/L, dok uz 6 mg NO2-N/L zbiva se potpuna inhibicija PAOs.
lako je u ovim pokusima (Slike 9-13) odredena vrijednost NO2-N>6 mg/L nije se zbila potpuna

inhibicija, ali je znatno smanjena brzina unosa P.

U svim pokusima (Slike 9-13) po u¢injenoj bilanci dusika, nedostaje N, u pokusu pri C/P 10
fali oko 22% N. Takva aktivnost se moze pripisati i raspolozivoj koncentraciji otopljenog
kisika, koji je u isto vrijeme bio potreban i za aktivnost OHO, PAQOs i NI/DNI vrsta.

Rezultati u ovim pokusima (Slike 9-13) su u suglasju sa navodima u literaturi u kojoj se istice
da su povoljni uvjeti za provodenje SND vrijednosti DO<1 mg/L, pri ¢emu se u unutra$njosti
flokule u tim anoksi¢nim uvjetima zbivala denitrifikacija a u vanjskom sloju flokule
nitrifikacija (Liu i sur., 2010) pri pH>8,0 i temperaturi vodenog medija iznad 25 °C. Beun i sur.,

(2001) su istaknuli da je pri DO<1,6 mg/L sav nitrat formiran u nitrifikaciji denitrificiran.

Kako je navedeno u literaturi za otpuStanje P u anaerobnim uvjetima mora biti koncentracija
NO3-N<1mg/L (Zhou i sur., 2007), a u ovim pokusima u anoksi¢nim uvjetima je koncentracija

2>NO3-N>1 mg/L i to je vjerojatno razlog neotpustanja P iz PAOs u anoksi¢nim uvjetima.

4.4. UCINAK N SPOJEVA NA UKLANJANJE P

U svim pokusima u bilanci dusika nedostaje oko 10 mg NOx-N/L §to ukazuje da se zbivala
aerobna denitrifikacija §to potvrduje i izmjerena vrijednost koncentracije ukupnog dusika.
Dusikovi oksidi (NO3-N + NO2-N) nastali kao rezultat oksidacije NHs-N nisu prisutni u
ekvivalentnoj koli¢ini. U svim pokusima oksidacija NHs-N ili aerobna denitrifikacija, odnosno
smanjenje koncentracije NH4-N u ovisnosti o vremenu, pokazuje u prvih 15-20 min dominaciju
PAOs koja se ocituje znatnim uklanjanjem PO4-P iz vodenog medija i u tom periodu
smanjenjem NH4-N svega oko 13%. Kompeticija za kisik je odgovorna za takvu dinamiku

promjena u mikrobnim procesima pri razli¢itim omjerima C/P.

Takoder, raspolozivi kisik u aerobnom dijelu procesa je ve¢ po dodatku POs-P i NH4-N
intenzivno KkoriSten u mikrobnoj aktivnosti PAOs, OHO, i NI/DNI vrsta, te je nakon 5 minuta
aerobnih uvjeta odredena vrijednost DO<I mg/L. U takvim uvjetima, u kompeticiji za kisik,

dominantnu aktivnost su ispoljili PAOs, pa OHO i NI/DNI vrste.
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Ovakva dinamika aktivnosti PAOs vrsta, intenzivnog unosa PO4-P tijekom prvih 15 minuta
aerobnog dijela procesa a tijekom kojeg je postignuto uklanjanje P od 26% (C/P 1), 28% (C/P
3), 38% (C/P 5), 35% (C/P 7) i 41% (C/P 10), odnosno i nakon tog vremena do kraja pokusa
daljnje uklanjanje do ukupnog ucinka u uklanjanju P od 29%, 42%, 44%, 43% 1 51,9 % (pri
C/P 1, 3,5, 71 10) moze se pripisati inhibicijskom ucinku N-oksida na aktivnost PAOs i/ili
iscrpljivanju PHB.

U literaturi se navodi da je aerobni unos P u PAOSs inhibiran uz 2 mg NO2-N/L, dok uz 6 mg
NO.-N/L zbiva se potpuna inhibicija PAOs (Zhouz i sur., 2007), §to je u suglasju s rezultatima
ovih istrazivanja (Slike 9-13). Tako, tijekom prvih 15 min aerobnog procesa kad je zabiljezena
najveca aktivnost PAOs, nije bilo znatne aktivnosti NI/DNI vrsta pa time ni mogucnosti
nastanka N-oksida koji bi negativno utjecali — inhibirali aktivnost PAQs, a i raspolozivi KPK u
takvim uvjetima DO bi rezultirao SND procesom. Aktivnost NI/DNI vrsta manifestirala se
nakupljanjem NO2-N i NOs-N u koncentraciji koje su istaknute kao inhibirajuc¢eg ucinka na
PAOs (Zhou i sur., 2007).

U ovom istrazivanju nije moguce tumaciti aktivnost PAOS vrsta — metabolizam PAOs,

povezano s iscrpljivanjem unutarstani¢no pohranjenog PHB jer PHB nije analiti¢ki odredivan.

4.5. BILANCA UKLANAJNJA P U ANOKSICNO/AEROBNOM PROCESU
Metabolizam PAOs se opisuje kao ciklicki proces pohrane i potrosnje PHA, glikogena i poliP.

PAOs energiju koriste za rast i za provedbu i odrzavanje svojih ciklusa, pa metabolizam PAOs
zahtijeva viSe energije od heterotrofnih vrsta. U procesu BPR anaerobna faza u kojoj PAOs
koriste KPK (PHA) se navodi kao klju¢na u odrzavanju PAOs (Seviour i Mcllroy, 2008; Harper
i sur., 2006; Mullan i sur., 2006; Pijuan i sur., 2005; van Loosdrecht i sur., 1997).

U procesu anoksi¢no/aerobnog uklanjanja P (Slike 9-13), tijekom 2 sata anoksi¢nog procesa
izvor ugljika (natrijev acetat) je koristen od strane PAOs i pohranjivan kao rezervna tvar u
stanice, a u aerobnom dijelu procesa pulsno su dodani PO4-P i NH4-N u omjeru N/P 1, te je
motrena aktivnost PAOs za uklanjanje P, odnosno ucinak razli¢ite koncentracije natrijeva

acetata kao jedinog izvora ugljika na metabolizam PAOs.

U anoksi¢nom dijelu procesa dolazi do smanjenja koncentracije KPK (unos organskih sastojaka
i unutarstani¢no pohranjivanje u obliku PHB) i kako se navodi u literaturi otpustanje POs-P

(Seviour i Mcllroy, 2008), sto se nije zbivalo tijekom anoksi¢ne faze u ovim pokusima, a §to se
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moze tumaciti negativnim uc¢inkom NO3z-N na PAOs, koji je na pocetku anaerobne faze procesa
iznosio 2>NO3-N>1 mg/L a u literaturi se navodi da mora biti u anaerobnim uvjetima NO3z-N
< 1 mg/L da bi se zbivalo otpustanje POs-P (Barker i Dold, 1996).

Vrijednost neto unosa P u stanice PAOs je izracunata kao omjer razlike PO4-P na pocetku i

kraju procesa i ukupne organske suspendirane tvari, izrazeno kao mgPQO4-P/gVSS.

Iz bilance P, neto unos PO4-P je 4,86 mgPO4-P/gVSS (C/P 10) a 3,61 mgP/gVSS (C/P 1), sto
ukazuje da je pri ve¢em omjeru C/P bolji unos POs-P u aerobnom dijelu kao i najbolje
iskoriStenje KPK u anoksi¢nom dijelu (unos KPK u PAQOSs), Slike 9-13.

Takoder, u svim pokusima anoksi¢no/aecrobnog uklanjanja P u bilanci N je zapaZeno da
nedostaje N, u pokusu pri C/P 10 nedostaje cca 30% N, $to ukazuje na istovremeno uklanjanje
N provodenjem SND (aerobna denitrifikacija), Slike 9-13.

U definiranju potrebe KPK za uklanjanje P, pri omjeru C/P 10, odnosno KPK/P 23, iz razlike
KPK utrosenog pri anoksi¢nim uvjetima kao i koli¢ine ukupno uklonjenog POs-P u aerobnim
uvjetima, proizlazi potreba na KPK u koli¢ini 8,35mgKPK/mgPOs-P za ostvarenu u¢inkovitost

51,9% uklanjanja P pri pocetnoj koncentraciji 30 mg POs-P/L (Slika 13).

4.6. FISH ANALIZA MIKROBNE POPULACIJE 1Z PROCESA
ANOKSICNO/AEROBNOG UKLANJANJA P

Aktivni mulj predstavlja kompleksnu i visoko varijabilnu mjesavinu razli¢itih vrsta
mikroorganizama. U svrhu razumijevanja raznolikosti bakterija, njihove uloge u aktivnom
mulju, zastupljenosti i prostorne raspodjele u aktivnom mulju, koriste se razli¢ite molekularne

tehnike s ciljem identifikacije i kvantifikacije odredenih skupina bakterija.

Primjenom FISH metode (Amann, 1995), koja je pogodna za analizu aktivhog mulja jer se
veéina stanica moze lako detektirati pomocu proba, provedena je karakterizacija mikrobne

populacije u uzorcima iz anoksi¢no/aerobnog procesa uklanjanja P.

Koristene su probe EUBmix za detekciju svih bakterija (Daims i sur., 1999; Amann i sur.,
1990), i PAOmix probe za detekciju Accumulibacter (Crocetti i sur, 2000), jer je zabiljezeno
aerobno uklanjanje P. Na CLSM mikrografima dokazana je prisutnost PAOs vezanih PAOmix
probama (Slika 14).
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Slika 14. CLSM aktivnog mulja hibridiziranog sa Cy3 oznacenim PAOmix probama i Cy5

ozna¢enim EUBmix probama. PAOs su prikazani crveno, sve bakterije zeleno

Buduc¢i da PAOs vrste karakterizira nagomilavanje PO4-P unutar njihovih stanica, uzorci mulja
uzeti iz procesa anoksi¢no/aerobnog uklanjanja P, na kraju aerobne faze, bojani su metodom
po Neisseru za dokazivanje polifosfata (Eikelboom i van Buijsen, 1983). Nagomilani poliP u

mikrobnim stanicama prikazan je slikom 15.

Slika 15. Aktivni mulj obojan po Neisseru za dokazivanja poliP, povecanje 400x
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata prikazanih u ovom radu i provedene rasprave, proizlaze zakljucci:

. Anoksi¢no/aeroban EBPR proces je rezultirao istovremenim uklanjanjem C, N i P, uz
rezim vodenja 2 h anoksi¢nih uvjeta (pohranjivanje PHA unutarstani¢éno u PAOs) i u
slijedu aerobni uvjeti (aktivnost PAOs — unos P i pohranjivanje u PAOs u obliku poliP;
aktivnost NI/DNI — provodenje SND i aktivnost OHO — uklanjanje KPK preostalog
nakon anoksi¢ne faze u pokusima pri C/P>3).

. U anoksi¢nim uvjetima smanjivala se koncentracija organskih sastojaka kao rezultat
unosa i pohrane u PAOs kao rezervne tvari PHA, ali nije se otpustao POs-P u vodeni
medij iz PAOs jer je bilo prisutnog 2>NO3-N>1 mg/L a koji u koncentraciji NO3-N>1
mg/L djeluje inhibirajuce na otpustanje PO4-P iz PAOs u anaerobnim uvjetima.

. U aerobnim uvjetima procesa PAOs vrste su pokazale najveéi afinitet prema
raspolozivom kisiku i dominantnost u aktivnosti, a potom OHO i NI/DNI vrste.
Rastom omjera C/P (iz natrijeva acetata) raste unos C u anoksi¢nom dijelu procesa i P
u aerobnom dijelu procesa. 1z bilance P, neto unos POs-P je 4,86 mgPO4-P/gVSS (pri
C/P 10) a 3,61 mgP/gVSS (pri C/P 1)

. Odredena je potreba na KPK za unos P u koli¢ini 8,35 mgKPK/mgPOs-P za ostvarenu
ucinkovitost 51,9% uklanjanja P pri po¢etnom POs-P 30 mg/L

. Primjenom FISH metode u aktivnom mulju dokazan je mikrobni klaster za uklanjanje
P (PAOs) ciljano obojan odgovaraju¢im probama za vizualizaciju 1 dokumentiranje
primjenom CLSM

. Dokazan je unutarstani¢no pohranjen poliP
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