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1. UVOD

Zbog kontinuiranog globalnog gospodarskog razvoja te rasta svjetskog stanovnistva,
potraznja za vodom sve viSe raste. Intenzivan industrijski razvoj (narocito tekstilne industrije,
industrije papira 1 boja i dr.) uzrokuje znacajno onecis¢enje vode razli¢itim fenolnim spojevima,
teSkim metalima i drugim spojevima koji negativno djeluju na zdravlje te okolis. Da bi se
smanjilo onecis¢enje u otpadnim vodama, otpadne vode se podvrgavaju obradi. Obrada otpadne
vode vrlo je sloZen proces jer kvalitativni i kvantitativni sastav otpadne vode bitno varira ovisno
o industriji, odnosno specificnom proizvodnom postupku iz kojeg potjece. Razvijene su razlicite
metode procis¢avanja otpadnih voda koje se mogu podijeliti u tri kategorije:

I.  Fizikalne metode (npr. adsorpcija)
ii.  Kemijske metode (npr. oksidacija)
iii.  Bioloske metode (npr. obrada pomocu aktivnog mulja)

Medu bioloskim metodama, najraSirenija je tehnologija obrade vode konvencionalnim
aktivnim muljem koja se temelji na mikrobnoj razgradnji otpadne organske tvari u aerobnim
uvjetima. Medutim, ova tehnologija pokazuje ograniCenja kao S$to su velike koli¢ine
proizvedenog otpadnog mulja kojeg opet treba obraditi i odlagati, velika potro$nja energije i sl.
(Mao i sur., 2021).

Posljednjih nekoliko desetlje¢a razvija se obecavajuca tehnologija bioloske obrade otpadnih
industrijskih i komunalnih voda 21. stolje¢a — tehnologija aerobnog granuliranog mulja, odnosno
aerobnih granula, kojom bi se trebali prevladati izazovi primjene tehnologije konvencionalnog
aktivnog mulja. Osim poboljsanja u procis¢avanju voda, biomasa aerobnih granula moze
posluziti kao izvor za obnavljanje razli¢itih resursa, primjerice biopolimera, bioplastike,
celuloze, fosfora. Navedeni biorafinerijski pristup poti¢e kruzno gospodarstvo te postrojenja za
obradu otpadnih voda tako postaju postrojenja za obnovu vodnih resursa. Osim iskoristavanja
spomenutih sirovina iz granulirane biomase, ova tehnologija nudi i moguénost iskoristavanja
energije iz bioplina nastalog anaerobnom digestijom otpadnih granula (Hamza i sur., 2021; Mao
i sur., 2021; Nancharaiah i Sarvajith, 2019).

Razvoj postrojenja za obradu otpadnih voda koji se temelje na tehnologiji aerobnog
granuliranog mulja vrlo je brz, §to potvrduje Cinjenica da je Sirom svijeta do sredine 2021. godine
broj ovakvih postrojenja u punom mjerilu iznosio 88 — vise nego dvostruko u odnosu na 2018.
godinu (Hamza i sur., 2021).

Svrha ovog rada jest ispitati ucinkovitost istovremenog uklanjanja organskih sastojaka,



amonijakalnog i ukupnog dusika te ortofosfata aerobnim granulama u sintetskoj otpadnoj vodi

koja sastavom oponasa komunalnu otpadnu vodu.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. AEROBNE GRANULE

2.1.1. Definicija aerobnih granula

U procesu bioloske obrade otpadnih voda mikroorganizmi aktivnog mulja se mogu nalaziti
u tri oblika: aktivni mulj u suspendiranom obliku (pahuljice ili flokule aktivnog mulja), biofilm
te granulirani mulj. I aerobni 1 anaerobni mulj je moguce granulirati pa tako postoji aerobni
granulirani mulj (engl. Aerobic Granulated Sludge, AGS) odnosno anaerobni granulirani mulj
(Long i sur., 2019). Granulirani mulj je spontano oblikovana kompaktna mikrobna biomasa
nastala samoimobilizacijom mjeSovitih mikrobnih zajednica u matriksu izvanstani¢nih
polimernih tvari (engl. Extracellular Polymeric Substances, EPS) u stresnim uvjetima (Long i
sur., 2019; Gonzalez-Gil i Holliger, 2014).

2.1.2. Prednosti primjene aerobnih granula

U usporedbi s anaerobnim granulama koje imaju Siroku primjenu te dobre rezultate u
procesima obrade otpadnih voda koje karakterizira visoka koncentracija organskih tvari, razvoj
primjene aerobnih granula krenuo je kasnije — prije dvadesetak godina, no brzo se razvija
zahvaljujuci dobrim svojstvima aerobnih granula kao Sto su pravilan kvazisferi¢an oblik, dobro
taloZenje, visoka tolerancija prema toksi¢nim spojevima i dr. (Hamza i sur., 2021; Long i sur.,
2019; Zhang i sur., 2019; Gonzalez-Gil i Holliger, 2014). Aerobne granule, za razliku od
anaerobnih, omogucuju primjenu nizih temperatura, imaju viSestruke bioloske funkcije, tj. mogu
istovremeno uklanjati razlicite nutrijente iz vode te imaju krace vrijeme pokretanja (engl. Start
up) (Liu i Tay, 2007).

U odnosu na konvencionalne postupke obrade otpadnih voda pomoc¢u aktivnog mulja kod
kojih su prisutni nedostaci kao $to su niska ucinkovitost obrade, visoka proizvodnja viska
aktivnog mulja te relativno veliki otisak, tehnologija aerobnih granula donosi brojna poboljsanja
(Desireddy i Sabumon, 2021). Prednosti procesa koji uklju¢uju primjenu aerobnih granula su
moguénost brzog izdvajanja granula od obradene vode gravitacijskim taloZzenjem, odnosno
koriStenje istog spremnika za obradu otpadne vode i talozenje mulja. Nasuprot tome, kod
procesa s aktivnim muljem, za razdvajanje obradene vode i aktivhog mulja nakon obrade
potrebno je koriStenje sekundarnih taloznica (Sarma i Tay, 2018). Osim toga, pomocu aerobnih

granula moguce je imati pet puta vecu koncentraciju mikrobne biomase u usporedbi s aktivnim



muljem te smanjuju koli¢inu proizvedenog mulja ¢ime se omogucava smanjenje veli¢ine
postrojenja obrade otpadnih voda (Sarma i Tay, 2018; Gonzalez-Gil i Holliger, 2014). Robusna
i viSeslojna struktura mikrobne granule, sposobnost istovremenog uklanjanja dusika i fosfora,
brzo talozenje, dugo vrijeme zadrzavanja biomase u sustavu, dobra otpornost na inhibitorne tvari
te visoke brzine organskog opterecenja (engl. Organic Loading Rate, OLR) i smanjenje
energetskih zahtjeva za 30-ak % u odnosu na sustave s aktivnim muljem takoder su prednosti
primjene tehnologije aerobnih granula. Sve navedeno dovodi do smanjenja poc¢etnih ulaganja u
infrastrukturu, ali i smanjenja troSkova procesa obrade. Usprkos tome, odgovarajuéi procesni
¢imbenici za provodenje procesa s primjenom tehnologije aerobnih granula nisu jos u potpunosti
razjasnjeni (He i sur., 2018; Sarma i Tay, 2018).

Za formiranje AGS-a iz inokuluma aktivnog mulja u obliku flokula potrebno je primijeniti
optimalne uvjete koji pogoduju granulaciji, a istovremeno ne ometaju biolosku aktivnost. Neki
od uvjeta su visoko smi¢no naprezanje, kratko vrijeme taloZenja te izmjena rezima hranjenja u
aerobnim i anaerobnim fazama (Adler i Holliger, 2020). Glavni izazov kod prakti¢ne primjene
AGS-a je nestabilnost aerobnih granula tijekom dugotrajnog vodenja procesa (Franca i sur.,

2018).

2.2. SEKVENCIJALNI SARZNI REAKTOR

Za uzgoj AGS-a uglavnom se koristi sekvencijalni $arzni reaktor (engl. Sequencing Batch
Reactor, SBR) zbog karakteristika potpunog taloZenja, relativno niskih pocetnih kapitalnih
troSkova, mogucénosti jednostavne implementacije u starija postrojenja, visoke razine
automatizacije te malog zahtjeva za prostorom (Gerardi, 2010). Ciklus SBR-a, prikazan na slici
1, sastoji se od pet faza: punjenje, reakcija, taloZenje, praZnjenje te mirovanje.

o Punjenje, koje se primjenjuje prilikom pokretanja SBR-a, pracenja rasta filamentoznih
mikroorganizama te kod malih protoka, je stati¢no, tj. bez aeracije i mijeSanja. Osim
statiénog, punjenje moze biti uz mijeSanje bez aeracije, a primjenjuje se primjerice za
odvijanje procesa denitrifikacije, te punjenje uz aeraciju i mijeSanje, koje primjenu,
izmedu ostalog, nalazi u procesima uklanjanja bioloske potrosnje kisika (BPK). SBR se
u jednom ciklusu moze napuniti jednokratno, ili viSekratno, pri ¢emu se prilikom
viSektratnog punjenja do postizanja konacnog volumena neprestano izmjenjuju faze
punjenja i reakcije, a nakon posljednje prihrane slijede ostale faze.

o Nakon punjenja slijedi faza reakcije koja se odnosi na aerobno uklanjanje BPK i

nitrifikaciju 1/ili biolosko uklanjanje fosfora, a ukoliko se odvija denitrifikacija, tada se



sustav ne aerira kontinuirano ve¢ povremeno kako bi se uspostavio gradijent ili odsustvo
otopljenog kisika.

o Fazu reakcije slijedi taloZzenje u SBR-u tijekom kojeg se prekidaju aeracija i mijeSanje
dok se biomasa odvaja od supernatanta.

o Obradeni se supernatant iz sustava izdvaja dekantiranjem npr. pomocu izljevne cijevi
koja se nalazi na odgovarajucoj razini ili pumpe do trenutka kada razina teku¢ine u SBR-
u padne ispod minimalne.

o Mirovanje je zavrs$na faza ciklusa SBR-a koja oznacava razdoblje izmedu dekantiranja
te ponovnog punjenja reaktora tijekom koje je mikrobna aktivnost zanemariva. Ukoliko

uvjeti procesa dozvoljavaju, ova faza ciklusa moze se izostaviti (Gerardi, 2010).

Ulaz —]

Mirovanje
\ Reakcija
/ L Aeracija

—

Punjenje

Praznjenje

‘ TaloZenje

Izlaz

Slika 1. Faze rada SBR-a (prema Gerardi, 2010)

Postrojenja za obradu otpadnih voda se uglavnom sastoje od paralelnih SBR-ova pri ¢emu
tijekom punjenja jednog SBR-a drugi prolazi faze reakcije, taloZzenja i dekantiranja. Osim
jednokratnog i visekratkog punjenja reaktora, ulazni tok u reaktor (influent), odnosno izlazni tok
(efluent) iz reaktora moze biti i kontinuiran, no tada se ciklus sastoji samo od faza reakcije,
talozenja 1 dekantiranja te moze do¢i do problema ispiranja biomase, prelijevanja, losije kvalitete

obradene vode i dr. (Gerardi, 2010).



2.3. PROCES AEROBNE GRANULACIJE

Aerobna granulacija je slozen proces formiranja aerobnih granula iz aktivnog mulja u obliku
flokula i ovisi 0 nizu fizikalno-kemijskih i bioloskih ¢imbenika, a dogada se kao posljedica
stresnih uvjeta u okolini. Pretpostavlja se da uspjeSnost aerobne granulacije najviSe ovisi o
procesnim ¢imbenicima bioreaktora (Franca i sur., 2018; Liu i Tay, 2007). Osim najce$¢eg
dobivanja AGS-a nacjepljivanjem fokuliranog mulja u SBR, aerobne granule se mogu uzgojiti
nacjepljivanjem anaerobnih granula u SBR ili u reaktore s kontinuiranim na¢inom rada, odnosno
nacjepljivanjem pojedina¢nih mikrobnih vrsta sa sposobnos¢u samo- ili koagregacije. Takoder,
isti reaktor se moze nacijepiti i drobljenim granulama i flokulirajuim muljem, a ovakvim
mjesovitim nacjepljivanjem moguce je posti¢i brzu granulaciju (Xia i sur., 2018).

Mehanizam granulacije iz aktivnog mulja nije u potpunosti poznat, no pretpostavlja se da
granulacija kre¢e rastom jedne kolonije, odnosno agregacije kolonija ¢ime nastaju vece nakupine
koje se nastavljaju sudarati i agregirati te dalje rasti (Franca i sur., 2018). Drugi predloZeni
mehanizmi uklju¢uju povezivanje filamentoznih (mikro)organizama s ulogom nosafa za
formiranje granula (Beun i sur., 1999), te se pretpostavlja da glavnu ulogu u granulaciji imaju
agregirajuci sojevi (Ivanov i sur., 2006).

Barr i sur. (2010) su predlozili dva nova mehanizma formiranja granula (slika 2). Jedan od
pretpostavljenih mehanizama u pocetnoj fazi granulacije ukljucuje rast mikrokolonije jednog
tipa bakterije prema van ¢ime formira granulu. Tako formirana granula gusta je 1 homogena te
je karakterizira bijelo obojenje (slika 2A). Drugi mehanizam kojim u po¢etku granulacije nastaju
zute granule temelji se na agregaciji mikrogranula koje sadrze brojne razli¢ite bakterijske vrste.
Ove bakterije rastu kao cjelina, a rezultat takvog mikrobnog sastava i rasta je labava, hrapava, i

nepravilna visokosegregirana zuta granula (slika 2B) (Barr i sur., 2010).

Slika 2. Pretpostavljeni mehanizmi granulacije. A) Rast bijelih granula, B) Formiranje

zutih granula (prema Barr i sur., 2010).



Brojne pretpostavke nisu potkrijepljene eksperimentalnim istrazivanjima, stoga ne postoje
izravni dokazi jesu li ili nisu ispravne. Mehanizam granulacije istrazivan je i prilikom
kokultivacije segmenata granula s aerobnim flokulama u kojoj je zapazen kontakt stanica-stanica
kao prva faza granulacije nakon ¢ega slijedi po¢etno povezivanje odabranih mikroorganizama u
agregate. Nakon nastanka pocetnih mikrobnih agregata, mikroorganizmi proizvode vecéu
koli¢inu EPS-a §to pospjesuje pojacano vezanje mikroorganizama u granule, a u zadnjem koraku
granule se oblikuju hidrodinami¢kim smi¢nim silama. Prva dva koraka dogadaju se samo u
slu¢aju iniciranja granulacije iz pojedinacnih bakterijskih kultura, dok se prilikom granulacije iz
formiranih flokula dogadaju posljednja dva koraka. Na slici 3 dat je prikaz formiranja aerobnih

granula iz flokula aktivnog mulja (Nancharaiah i Reddy, 2018).
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Slika 3. Mehanizam aerobne granulacije (prema Nancharaiah i Reddy, 2018)

Vrlo vazan ¢imbenik za pocetak granulacije i selekciju spororastucih agregirajucih vrsta je
vrijeme taloZzenja AGS-a koje je potrebno sto vise skratiti s obzirom na to da se nakupine koje
se sporo taloze ispiru iz sustava. Zbog toga je vrijeme talozenja u SBR-u uglavnom kratko te
traje 2-10 min (Nancharaiah i Reddy, 2018; Franca i sur., 2018).

Nadalje, promjene rezima hranjenja koje ukljucuje povremeno gladovanje u aerobnim
uvjetima takoder doprinose pocetku granulacije. Naime, smatra se da povremeno gladovanje
utjece na izlu¢ivanje EPS-a koji povecavaju hidrofobnost povrSine stanice, a hidrofobnost
povecava interakcije stanica-stanica te doprinosi ubrzavanju agregacije stani¢ne biomase.

Iniciranje granulacije moze se, takoder, posti¢i rezimom hranjenja koji potice uklanjanje ugljika



tijekom anaerobne faze rada SBR-a (Nancharaiah i Reddy, 2018; Franca i sur., 2018). S druge
strane, dugacak period gladovanja moZze rezultirati viSim energetskim troskovima, vecom
potrosnjom EPS-a te moze do¢i do smanjenja obradenog volumena otpadne vode u reaktoru.
Ukoliko vrijeme gladovanja iznosi manje od 40 % vremena aeracije, formiraju se granule koje
se brzo taloze te pokazuju dobru stabilnost. Osim toga, formiranju granula doprinosi brzina
ulaznog toka zraka veca od 2,5 cm/s (de Sousa Rollemberg i sur., 2018).

Jedan od vaznih ¢imbenika koji utjeCe na aerobnu granulaciju je intenzitet aeracije o kojem
ovise koli¢ina otopljenog kisika te hidrodinamic¢ka smicna sila koja, $to je veca, omogucava
formiranje manjih i1 kompaktnijih granula vece gustoce odvajaju¢i slabo pricvrScene
mikroorganizme od vanjske povrSine granule. Takoder, ve¢a smicna sila povecava koli¢inu
EPS-a, odnosno hidrofobnost povrSine mikrobne biomase koja je u pozitivnoj korelaciji s
fizickom jakosti aerobnih granula. Suprotno, mala smi¢na naprezanja u reaktoru rezultiraju
nestabilnim velikim granulama porozne strukture (Gao i sur., 2013; Chen i sur., 2007).
Nancharaiah i Reddy (2018) sugeriraju da je granulaciju moguce ostvariti i pri slabijoj aeraciji,
tj. manjoj brzini uzlaznog zraka. Devlin i sur. (2017) su uspjeli formirati AGS pri uzlaznoj brzini
zraka od 0,41 cm/s za obradu vode s malim KPK (300 mg/L), sto ukazuje na sloZenost procesa
granulacije i utjecaj drugih ¢imbenika na proces granulacije.

Hidraulicko vrijeme zadrzavanja i brzina organskog opterecenja ostali su ¢imbenici koji
utjecu na formiranja aerobnih granula (Liu 1 Tay, 2007).

Stani¢ne interakcije u procesu aerobne granulacije jo§ su nedovoljno istraZene no
istraZivanja se naj¢eSce temelje na detekciji vrsta koje sintetiziraju quorum sensing molekule,

quorum quenching enzime, te antiinduktorske molekule (Nancharaiah i Reddy, 2018).

2.4. STABILNOST AEROBNIH GRANULA

Nakon uspjesno provedene granulacije potrebno je sprijeciti raspadanje aerobnih granula,
prikazano na slici 4, tj. cilj je odrzati granule stabilnima, a stabilnost aerobnih granula je
relativno niska u usporedbi sa stabilnosti anaerobnih granula te ograni¢ava njihovu primjenu.
Ve¢ tijekom aerobne granulacije neki ¢imbenici, kao Sto su sastav otpadne vode, omjer hrane i
mikroorganizama, vrijeme zadrzavanja mulja (engl. Solid Retention Time, SRT), temperatura, te
pH vrijednost, u znac¢ajnoj mjeri utjecu na stabilnost formiranih granula (Yuan i sur., 2019; de

Sousa Rollemberg i sur., 2018).
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Slika 4. Shematski (gore) i mikroskopski (dolje) prikaz slijeda dogadaja tijekom
raspadanja aerobnih granula (prema Franca i sur., 2018)

2.4.1. Veli¢ina granula i rast filamentoznih organizama

Unutras$nja struktura, koju odreduju primjerice gustoca, veli¢ina i raspodjela pora, je uz
veli¢inu vrlo vazan ¢imbenik stabilnosti granula zbog izravnog utjecaja na prijenos mase
supstrata. Budu¢i da rastom granule konverzija supstrata postaje ogranic¢ena prijenosom mase,
dolazi do kompeticije mikroorganizama za supstrat. Zbog toga, u vanjskom dijelu, blizu
povrsine aerobne granule, zadrzavaju se aktivni mikroorganizmi, dok unutrasnjost, tj. jezgru
granule ¢ini uglavnom EPS. S obzirom na ogranic¢enje prijenosa mase kod velikih granula, vazno
je optimirati procesne ¢imbenike kod granulacije koji utjeCu na njihovu veli¢inu, a to su
koncentracija otopljenog kisika (engl. Dissolved Oxygen, DO), vrijeme taloZenja, trajanje
perioda gladovanja i obilja, vrsta supstrata i dr. (Franca i sur., 2018). Gao i sur. (2013) ispitali
su utjecaj intenziteta aeracije 0,8 i 0,2 m3/h na stabilnost zrelih aerobnih granula te su zakljuéili
da se aerobne granule podvrgnute snaznijoj aeraciji (0,8 m3/h) lakse taloze te pokazuju bolje
fizikalne karakteristike. He i sur. (2019) su u eksperimentima s otpadnom vodom s malim
omjerom C/N (<4) primijetili da umjereni intenzitet (0,9 L/min) te vrijeme aeracije (90 min)
rezultiraju najboljim granularnim karakteristikama i pogoduju sintezi vrlo hidrofobnog EPS-a.
Prerastanje povrSine granule filamentoznim mikroorganizmima, koji zbog velikog omjera
povrsine 1 volumena mogu primiti viSe supstrata od nefilamentoznih vrsta u uvjetima niske

koncentracije supstrata, temperature procesa nize od raspona sobne temperature te niske



vrijednosti pH, takoder utjece na stabilnost acrobnih granula promjenom strukture te ometanjem
talozenja Sto moze dovesti do ispiranja biomase iz sustava. Prerastanje filamentoznih
organizama moze se sprijeciti izbjegavanjem visokih koncentracija sporo razgradivih supstrata
u ulaznom toku i radom u uvjetima vece brzine organskog optere¢enja. De Kreuk i sur. (2005)
sugeriraju pokretanje sustava na 20 °C koje slijedi snizavanje temperature na 15-18 °C. Yang i
sur. (2008) ostvarili su razvoj stabilnijih granula u blago luznatom okruzenju (pH 8,1) u
usporedbi s kiselim okruzenjem (pH 3) u kojem je dominirao rast funga. Optimalna veli¢ina
granula ovisi o nizu razli¢itih fizikalnih karakteristika granula te o uvjetima u reaktoru (de Sousa
Rollemberg i sur., 2018; Franca i sur., 2018;Yang i sur., 2008; de Kreuk i sur., 2005).

Liu i Tay (2007) proveli su istrazivanje stabilnosti granula uzgojenih u reaktorima s
razli¢itim trajanjem perioda gladovanja (0,8 h, 3,3 h i 7,3 h). Rezultati su pokazali da je dulje
vrijeme gladovanja (3,3 h i 7,3 h) povoljnije od kratkog (0,3 h) sa stajalista dugoro¢ne stabilnosti
granula, no najdulje primijenjeno vrijeme gladovanja (7,3 h) nije preporucljivo zbog smanjenja

ucinkovitosti procesa (Liu i Tay, 2007).

2.4.2. Specificna brzina rasta mikroorganizama

Maksimalna specifi¢na brzina rasta mikroorganizama takoder je vazna veliina s aspekta
odrzavanja dugorocne stabilnosti granula. Granule sastavljene od mikrobne populacije koju
karakteriziraju nize vrijednosti maksimalne specificne brzine rasta, poput primjerice
nitrifikanata, pokazuju bolju stabilnost. Nadalje, rast spororastuc¢ih organizama, za razliku od
rasta brzorastuc¢ih, smanjuje potrebe za visokom koncentracijom kisika i velikim smi¢nim
naprezanjima ¢ime se, osim dobivanja stabilnijih granula, Stedi energija potrebna za aeraciju
sustava (Franca i sur., 2018).

Velika smi¢na naprezanja uz malu gustocu stanica u granuli, ¢iju unutra$njost ¢ine uglavnom
mrtve, a perifernu zonu Zive stanice, snazno doprinosi propadanju granula zbog ograni¢enja
prijenosa mase. Opcenito, raspadanje strukture aerobne granule nastupa kada ¢vrstocu vezanja
stanica nadvlada primijenjeno naprezanje. S druge strane, granule koje se koriste u procesu
istovremene nitrifikacije i denitrifikacije pokazuju dobru stabilnost i u uvjetima veéih smi¢nih
naprezanja. Zbog postojanja aerobnih vanjskih zona u kojima se odvija nitrifikacija te
unutrasnjih slojeva u kojima se biomasa nalazi u anoksi¢nim uvjetima, ovakve granule mogu
provoditi denitrifikaciju, a na uéinkovitost ovih istovremenih procesa utjece veli¢ina granule,

odnosno veli¢ina anoksi¢nog volumena (Franca i sur., 2018).
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2.4.3. Sastav EPS-a

Izvanstani¢ni polimerni matriks (EPS), bitan ¢imbenik koji utjeCe na formiranje granula,
utjece i na odrzavanje njihove stabilnosti. Uglavnom se sastoji od polisaharida i proteina (ostatak
¢ine nukleinske kiseline te tvari sli¢ne humusu) koji stupaju u ionske te hidrofobne interakcije s
mikroorganizmima te ih tako odrzavaju blizu 1 omoguc¢uju njihovu komunikaciju (Franca i sur.,
2018; Kocaturk i Erguder, 2016). Ukoliko se EPS u blizini jezgre granule potrosi, struktura
granule postaje lomljiva i Suplja zbog lize stanica uzrokovane difuzijskim ograni¢enjima,
odnosno otezanim prijenosom mase supstrata u jezgru. Primije¢eno je da povecanje udjela
proteina u EPS-u ima vaznu ulogu u procesu granulacije, ali i u odrzavanju dugoro¢ne stabilnosti
ve¢ formiranih agregata. Pretpostavlja se da je upravo smanjenje koncentracije proteina i
poveéavanje koncentracije polisaharida u EPS-u pri uvjetima visoke koncentracije kemijske
potrosnje kisika (KPK) koje rezultira smanjenjem hidrofobnosti strukture, uzrok raspadanja
aerobnih granula (Franca i sur., 2018). S druge strane, Tay i sur. (2001) navode da povecanje
udjela polisaharida u EPS-u povecava stabilnost granula, no ovi kontradiktorni rezultati su
neusporedivi zbog koriStenja nestandardiziranih analiti¢kih postupaka, ispitivanja granula
razliCitih sastava, odnosno primjene razli¢itih kolorimetrijskih metoda na Cije rezultate moze
utjecati niz interferirajucih tvari (Franca i sur., 2018). Chen i sur. (2010) isti¢u da najbolju
stabilnost pokazuju granule koje u srediStu imaju velik, a na povrSini malen omjer proteina i
polisaharida u ¢vrsto vezanom EPS-u koji pogoduje talozivosti granula, ali i u slabo vezanom
EPS-u. Kocaturk i Erguder (2016) sugeriraju da je minimalan omjer polisaharida i proteina u
izvanstanicnom matriksu potreban za stabilnu granulaciju 0,6. Na omjer proteina i polisaharida
u EPS-u te njegovu koncentraciju utjece i omjer C/N u mediju u kojem se nalaze granule. Naime,
Kim i sur. (2021) primijetili su povecanje omjera polisaharida i proteina od 0,55 do 0,79 s
poveéanjem C/N omjera 0d 5 do 20. Uz to, C/N omjer ima vaznu ulogu u rastu mikroorganizama
i dovodi do mikrobnog selekcijskog pritiska sa svrhom obogacivanja granula vrstama koje
pozitivno djeluju na granulaciju, te utjee na u¢inkovitost uklanjanja nutrijenata iz otpadnih voda
(Kim i sur., 2021; Kocaturk i Erguder, 2016). Osim smjene dominantnih mikrobnih zajednica,
Luo i sur. (2014) navode da je smanjenje proizvodnje tirozina u izvanstani¢nom matriksu drugi
mogucéi uzrok raspada granula koja je glavni uzrok nestabilnosti, tj. naglasavaju potencijalnu

vaznost tirozina u poboljsanju stabilnosti granula.
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2.4.4. Quorum sensing

Jo§ jedna uloga EPS-a sa stajaliSta odrzavanja stabilnosti granula je i u potencijalnoj
medustani¢noj bakterijskoj komunikaciji putem quorum sensinga s obzirom na to da su
identificirani mnogi geni koji su ukljuceni u proces sinteze EPS-a, a koji se reguliraju pomoc¢u
istog sustava. Pretpostavlja se da je ciklicki diguanilat (c-di-GMP) jedan od sekundarnih
glasnika koji je odgovoran za posredno smanjenje udjela polisaharida u EPS-u te bi njegova
stimulacija sinteze mogla doprinijeti brzoj granulaciji, odnosno dugotrajnijoj stabilnosti granula
(Franca i sur., 2018). Usprkos tome, ukoliko dode do prekomjerne sinteze ovih izvanstani¢nih
tvari, one mogu zaCepiti pore u unutra$njosti i na povrSini granula te tako dolazi do
ograniCavajuceg prijenosa mase S§to smanjuje bioaktivnost prisutnih organizama, odnosno

destabilizira granule (Gao i sur., 2013).

2.4.5. Mineralni kompleksi

Prisutnost metalnih iona, kao S§to su kalcijevi, magnezijevi i zeljezovi dvo- i trovalentni
kationi, isto tako pokazuje pozitivan u¢inak na dugotrajnost AGS-a. Primjerice, Kkalcijev
karbonat pruza strukturi granule vecu ¢vrsto¢u, dok se prisutnost zeljeza i magnezija povezuje
uz bolja svojstva taloZenja granule. Istrazivanja sugeriraju da je nakupljanje navedenih kationa
povezano s povecanjem prinosa u proizvodnji EPS-a, odnosno da otapanje njihovih metalnih
kompleksa u uskoj vezi s raspadom granula pa ih je pozeljno odrzavati u okolini u kojoj
odgovaraju¢i kompleksi nisu topljivi. Osim toga, amonijeve, karbonatne i1 fosfatne soli takoder
su vazne jer pozitivno doprinose puferskom kapacitetu ili stvaranju taloga s metalnim kationima,
iako se u odredenim uvjetima nakupljanje anorganskih soli, primjerice u obliku apatita, povezuje

s naruSavanjem stabilnosti aerobnih granula (Franca i sur., 2018).

2.5. MIKROBNI SASTAV AEROBNIH GRANULA

Aerobni granulirani mulj predstavlja slozeni mini ekosustav jer sadrzi milijune razli¢itih
mikroorganizama po gramu biomase koji su odgovorni za formiranje, odrzavanje granula,
odnosno ucinkovitu razgradnju otpadnih tvari, a znanje o njihovoj raznolikosti kod primjene
razli¢itih procesnih uvjeta pomaze predvidjeti stabilnost funkcija bioreaktorskog sustava u

razli¢itim fazama procesa (de Sousa Rollemberg i sur., 2018; Xia 1 sur., 2018; Szabo 1 sur.,
2017).
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2.5.1. Mikrobni sastav u procesu granulacije

Mikrobni sastav aerobnih granula ve¢ kod granulacije priliéno varira §to zna¢ajno ovisi o
uvjetima u reaktoru. Kod formiranja granula bitnu ulogu imaju filamentozni organizmi, odnosno
Stapicaste bakterije koje daju kostur granuli (npr. Rhodocylus), ali i bakterije koje sintetiziraju
EPS vazan za adheziju na granule (npr. Zoogloea, Thaurea, Acidovorax). Nakon dozrijevanja
granula, zrele granule, koje su otporne na hidrodinamicki selekcijski pritisak, sluze kao zaklon
za rast mikroorganizama te se Cesto rastom same granule, povecava i njezina bioloska
raznolikost (Xia i sur., 2018). Utjecaj granulacije na mikrobnu dinamiku, odnosno na promjene
u raznolikosti mikrobnih zajednica u granulama vidljiv je na primjeru istrazivanja Weissbrodt i
sur. (2013). U pocetku procesa granulacije u sintetskoj vodi na bazi hlapivih masnih kiselina
(engl. Volatile Fatty Acids, VFA) dominantan rod bakterija u SBR-u bio je Zooglea koji formira
homogene biofilmove za razvoj kolonija mikroorganizama ¢ija je zadaca uklanjanje hranjivih
tvari. Dozrijevanjem aerobnih granula brojnost Zooglea se smanjuje, a zastupljeniji postaju
rodovi npr. Accumulibacter i Competibacter koji potpomazu heterogenu agregaciju dotad
oblikovanih manjih gustih nakupina u zrele granule koje se odlikuju slozenom unutrasnjom
arhitekturom (Weissbrodt i sur., 2013).

Osim $to imaju ulogu izgradnje kostura aerobnih granula, prekomjerni rast odredenih
filamentoznih mikroba (npr. Chloroflexi, Sphaerotilus, Thiothrix) koji potjecu iz ulazne otpadne
vode, u odredenim uvjetima destabiliziraju AGS (Figueroa i sur., 2015), dok, suprotno tome,
antagonisticka aktivnost Chitinophaga prema filamentoznoj Auxenochlorella stabilizira granule
(Aqgeel i sur., 2016).

2.5.2. Mikrobni sastav aerobnih granula u procesima uklanjanja otpadnih tvari

Zahvaljujuci slojevitoj strukturi, prikazanoj na slici 5, koja je rezultat ograni¢enja u prijenosu

kisika i ostalih supstrata, sferne granule imaju razlicite ekoloske nise (Wilén i sur., 2018).
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Slika 5. Prikaz slojevite strukture acrobne granule s razli¢itim redoks zonama
(prema Wilén i sur., 2018)

Mogu¢i mehanizmi uklanjanja duSika iz sustava pomocu aerobnih granula su asimilacija,
istovremena nitrifikacija i denitrifikacija te anaerobna oksidacija amonijaka (Sarmai Tay, 2018).
Nitrificiraju¢e bakterije, koje za svoju aktivnost trebaju kisik, zastupljene su u vanjskim
slojevima AGS-a. Suprotno tome, denitrificirajuce bakterije, kojima kisik nije potreban, nalaze
se u sredistu granule (Wilén i sur., 2018). Bitne skupine nitrificiraju¢ih bakterija su nitrit
oksidiraju¢e bakterije (engl. Nitrite Oxidizing Bacteria, NOB), medu kojima se isti¢u
Nitrobacter i Nitrospira, te amonijak oksidirajuce bakterije (engl. Ammonia Oxidizing Bacteria,
AOB), ¢iji je znacajan predstavnik Nitrosomonas. Na dinamiku, odnosno natjecanje ovih dviju
skupina utjeCe stupanj granulacije, uvjeti u reaktoru (koncentracija otopljenog kisika, omjer
KPK/N) i drugo. Naime, smanjenje omjera KPK/N, koncentracije otopljenog Kisika, te
povrsinske brzine plina (engl., Superficial Gas Velocity, SGV) vise pogoduju prisustvu AOB u
odnosu na NOB. Dok se NOB i AOB natje¢u za otopljeni kisik, NOB konkurira za dusik
bakterijama c¢ija je funkcija anaerobna oksidacija amonijaka (engl. Anaerobic Ammonia
Axidizing Bacteria, ANNAMOX) i koje se odlikuju najmanjom specificnom brzinom rasta u
AGS-u (oko 0,065 dan™). Nitrificiraju¢e bakterije takoder imaju relativno malu specifi¢nu
brzinu rasta (0,62-0,92 dan!) u odnosu na heterotrofne bakterije (4-13,2 dan™) zbog ¢ega se
smatra da pomazu povecanju gustoce i stabilizaciji granula. Zbog relativno velike specificne
brzine rasta heterotrofnih mikroorganizama prisutnih u aerobnim granulama, heterotrofni bi se
rast trebao nastojati Sto viSe smanjiti kako bi prevladali spororastu¢i stabilizirajuci
mikroorganizmi koji provode ciljane funkcije. Da bi se omogucilo potpuno uklanjanje dusika

pomoc¢u AGS-a, potrebno je provesti denitrifikaciju, a najzastupljenije denitrificirajuce vrste u
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granulama pripadaju rodovima Thauera, Zoogloea, Meganema, Devosia, Stenotrophomonas.
Potonje, osim S§to provode denitrifikaciju, povezuju se i s proizvodnjom EPS-a (de Sousa
Rollemberg i sur., 2018; Xiai sur., 2018). Zbog postojanja i acrobne i anoksi¢ne zone u aerobnim
granulama, moguca je istovremena nitrifikacija i denitrifikaija u istom reaktoru (Sarma i Tay,
2018).

Biolosko uklanjanje fosfora iz otpadne vode provodi se akumulacijom fosfata unutar
mikroorganizama u obliku polimera polifosfata (PoliP), akumulacijom u EPS te talozenjem
unutar granule (Sarma i Tay, 2018). Akumulaciju fosfata provode polifosfat akumulirajuci
organizmi (engl. Polyphospfate Accumulating Organisms, PAO), koji su prisutni u unutrasnjosti
granula, ¢iji je anaerobni i aerobni/anoksi¢ni metabolizam prikazan na slici 6. Anaerobni
metabolizam PAO ukljucuje unos supstrata — VFA u stanicu te njegovu pohranu u obliku
polihidroksialkanoata (PHA) uz posredovanje NADH iz glikolize/citratnog ciklusa (engl.
Tricarboxylic Acid Cycle, TCA) te energiju pohranjenu u adenozin trifosfatu (ATP) dobivenu
hidrolizom polifosfata, pri cemu se nastali ortofosfati oslobadaju iz stanice u mijeSanu tekucinu,
ili razgradnjom glikogena. Zatim, u aerobnim/anoksi¢nim uvjetima se pohranjeni PHA oksidira
uz kisik/drugi akceptor elektrona (npr. nitrat ili nitrit), ¢ime se oslobada energija koja se koristi
za unos fosfata u stanicu i sintezu glikogena. S obzirom na to da se u aerobnim/anoksi¢nim

uvjetima u stanicu unese viSe fosfata nego se u anaerobnim uvjetima oslobodi iz stanice, na ovaj

je na¢in moguce ostvariti uspjesnu akumulaciju fosfata (Bunce i sur., 2018).

ANAEROBNI UVIJETI AEROBNI/ANOKSICNI UVJETI

VEA RO%- 0yNOy  H,ON; PO

/ ATP @= PoliP

r_' biomasa ‘.]
PHA P napy P ATP = PoiiP

]

\ glikogen

Slika 6. Metabolicki put polifosfat akumulirajucih organizama u anaerobnim i

acetil.CoA

aerobnim/anoksi¢nim uvjetima (prema Bunce i sur., 2018)
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Glikogen akumuliraju¢i organizmi (engl. Glycogen Accumulating Organisms, GAO)
predstavljaju konkurente PAO zbog natjecanja za supstrat (npr. hlapive masne kiseline, glukoza)
i vrlo slicnog metabolizma te njihova prisutnost zbog nemoguénosti pohranjivanja fosfata
zapravo smanjuje ucinkovitost uklanjanja fosfora iz otpadnih voda. Karakteristicni GAO koji se
pojavljuju u AGS-u su bakterije iz porodice Competibacter, dok je karakteristi¢éna porodica PAO
Accumulibacter. Osim Accumulibacter, druge znacajna skupine koje mogu doprinijeti
pohranjivanju (poli)fosfata koje mogu biti prisutne u aerobnim granulama su bakterije rodova
Rhodocyclus te Thiothrix (He i sur., 2018; Xia i sur., 2018). Sastav otpadne vode znatno utjece
na mikrobni sastav aerobne granule, tako porast omjera KPK/N, poveéanje koncentracije
otopljenog kisika te povecavanje intenziteta i vremena aeracije dovodi do prevladavanja GAO
u odnosu na PAO (de Sousa Rollemberg i sur., 2018).

Na mikrobnu populaciju u aerobnim granulama u znac¢ajnoj mjeri utjece i odvijanje razlicitih
metaboli¢kh procesa uklanjanja organskog ugljika, kao $to su aerobna respiracija, asimilacija,
proizvodnja PHA, proizvodnja EPS-a, denitrifikacija. Primjerice, visekratno prihranjivanje
tijekom anaerobnih uvjeta u bioreaktoru pogoduje selekciji mikroorganizama koji imaju
sposobnost pohranjivanja polimera, dok se izmjenjivanjem aerobnih i anoksi¢nih/anaerobnih
faza favorizira rast miksotrofnih bakterija, npr. onih s denitrificiraju¢com aktivnosti. Neki
primjeri bakterijskih rodova koji mogu proizvoditi skladisne polimere, medu kojima su mnogi
denitrificiraju¢i, jesu Acidovorax, Flavobacterium, Thaurea, Zoogloea, Phingopyxis,
Paracoccus, Chryseobacterium, Comamonas i drugi (Szabo i sur., 2017).

U istrazivanjima provedenima u laboratorijskom myjerilu sa sintetskom otpadnom vodom 1
acetatom kao glavnim izvorom ugljika, Szabo6 1 sur. (2017) ocitali su relativno sli€nu brojnost
hidroliziraju¢ih bakterija (oko 10 %) u granulama kao i inokulumu mulja u sustavima s otpadnim
vodama grada u kojima je organski ugljik Cesto prisutan u obliku slozenih spojeva —
polisaharida, lipida, proteina. Pretpostavlja se da je razlog tome mogucnost bakterijskog
koristenja egzopolisaharida, mrtve biomase i topivih mikrobnih proizvoda kao alternativnog
izvora ugljika u tranutcima kada je iscrpljen vanjski izvor ugljika. Prema tome, ovi mini
ekosustavi sadrze i mikroorganizme proizvodace i potrosace (npr. Sphingobacteriales i
Cytophage) odredenih sastojaka kao $to je EPS, a njihova relativna brojnost, odnosno ekoloska
ravnoteza ima velik utjecaj na postojanost granula i ué¢inkovitost funkcija populacija koje ih ¢ine
(Xia i sur., 2018; Szabd i sur., 2017).

Zajednica mikroorganizama prisutna u AGS-u u odredenoj mjeri moze tolerirati odredene
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toksicne spojeve, primjerice fenole, amine ili boje, a za otpornost prema toksi¢nim sastojcima
odgovoran je selekcijski pritisak koji rezultira obogacivanjem granule bakterijskim vrstama koje
sintetiziraju EPS ¢ine¢i povrsinu granula slabo propusnom za prodor toksina (Xia i sur., 2018).
Gomez-Acata i sur. (2018) uspjesno su u SBR-u proveli uzgoj granula uz prisustvo toksi¢nog 4-
klorfenola, spoja koji je prisutan u otpadnim vodama kozmeticke i farmaceutske industrije, pri
¢emu su dominantne vrste odgovorne za uklanjanje ovog spoja bile iz rodova Parococcus i
Sphingobium. Zhu i sur. (2013) su takoder postigli uspje$nu granulaciju s otpadnom vodom koja
je sadrzavala visoke koncentracije 4-kloranilina te se smatra da je glavna bakterija zasluzna za

njegovo uklanjanje Thauera iz razreda s-Proteobacteria.

2.5.3. Dinamika mikrobne populacije i njihovi meduodnosi

Szabo 1 sur. (2017) proveli su istrazivanje o populaciji mikroorganizama u granuliranom
mulju pri tri razli¢ite vrijednosti OLR-a (0,9 kg/m? d; 1,0 kg/m® d; i 3,7 kg/m?® d) te su zapazili
da se slicnost medu populacijama ve¢ nakon Sest dana u SBR-u smanjila za vise od 50 %.
Mikroorganizmi koji su ostali dominantni kod razli¢itth OLR-a, tj. u razli¢itim reaktorima
pripadaju rodovima Zoogloea, Paracoccus, Thaurea, Meganema, dakle uglavnom bakterijama
proizvodacima egzopolisaharida, odnosno bakterijama koje provode denitrifikaciju i imaju
sposobnost skladistiti PHA. Naime, skupine bakterija pokazale su znacajnu funkcionalnu
redudantnost bez obzira na primijenjeni OLR. VazZno je napomenuti kako medu navedenim
najzastupljenijim rodovima u reaktorima nije bilo onih koji provode izuzetno bitan proces —
nitrifikaciju, stoga je vidljivo kako i malo zastupljene skupine mogu biti neproporcionalno
aktivne. Kod odrzavanja sustava u stacionarnom stanju i dalje je bila prisutna promjena u
relativnoj brojnosti prisutnih mikroorganizama, no njihov identitet ostao je relativno
nepromijenjen zahvaljujuéi redudantnom mikrobiomu (Szabé i sur., 2017).

Konkurencija izmedu odredenih populacija u AGS-U nije jedini znacajan mikrobni
meduodnos. Bitan utjecaj na funkcionalnost i1 strukturu zajednice te ucinkovitost uklanjanja
nutrijenata ima predatorstvo, pri ¢emu se kao ¢esti mikrobni predatori isticu bakeriofagi, protisti
te bakterije. Negativan utjecaj bakteriofaga zapazen je kod smanjenja ucinkovitosti uklanjanja
fosfata u bakteriofagom bogatim AGS sustavima. Protisti Se mogu hraniti bakterijama prisutnim
u granulama, a mogu uzrokovati i razgradnju bakterijskih biofilmova. Predatorske bakterije
takoder mogu biti prisutne u granuliranom mulju, no njihov negativan utjecaj na strukturu i

dinamiku mikrobne zajednice granuliranog mulja nije sasvim razjasnjen (Wilén i sur., 2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. OTPADNA VODA

Pokusi u ovom radu provedeni su sa sintetskom otpadnom vodom koja svojim sastavom
oponasa komunalnu otpadnu vodu. Kao izvor ugljika koristen je natrijev acetat (NaC2H3O,
GRAM-MOL) dodan u odgovarajucoj koli¢ini za postizanje omjera C/N 4, 81 12.

Sintetska otpadna voda je pripremljena otapanjem soli u vodovodnoj vodi: 2 mg
(NH4)2SO4/L (Merck), 1 mg KH2PO4/L (Merck), 0,4 mg FeSO4/L (Kemika), 0,5 mg
MgSO4/L (Merck), 0,4 mg NaCl/L (Merck), 1 mg MgCOs/L (Kemika), 1 mg CaCOs/L
(Kemika). Nakon stajanja na sobnoj temperaturi tijekom 24 h filtrirana je kroz grubi filter
papir veli¢ine pora 0,45 pm. Sintetska otpadna voda je dodana u bioreaktor u odgovarajucoj
kolic¢ini da se osigura 7010 mg NH4-N/L.

Pokusi pri svakom ispitivanom omjeru su vodeni tijekom 50 dana.

3.2. POSTAVKE SBR REAKTORA

SBR reaktor je radio 2 ciklusa na dan, a ciklus se sastojao od faze punjenja bioreaktora
sintetskom otpadnom vodom tijekom 20 min, zatim faza reakcije tijekom 11 h i 10 min, faza
talozenja 10 min i odlijevanje supernatanta tijekom 20 min.

SBR je bio radnog volumena 2 L. Pokusi su vodeni pri koncentraciji otopljenog kisika
2 mg DO/L, temperaturi 22+2 °C i vrijednosti pH 7-8. Aeracija je imala ulogu osiguravanja
zeljene koncentracije otopljenog kisika i mijeSanja reaktorskog sadrzaja. U reaktor je
upuhivan zrak s donje strane reaktora preko kompresora (HIBLOW HP 40). Reaktor je bio
opremljen elektrodama za pracenje koncentracije otopljenog kisika, vrijednosti pH 1

temperature.

3.3.  AEROBNI GRANULIRANI MULJ

Za provedbu pokusa koriSten je zreli granulirani aerobni mulj koncentracije 3 g MLSS/L.
Mulj je porijeklom s uredaja za biolosku obradu otpadne vode grada i granuliran je. Tijekom
granulacije aktivnog mulja, vrijeme talozenja je postepeno skrac¢eno s pocetnih 30 min na

10 min.
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3.4.

3.4

ANALITICKI POSTUPCI

Uzorci za analizu uzimani su svakih 5 dana, i filtrirani kroz grubi filter papir velic¢ine
pora 0,45 um prije analize za odredivanje KPK, ukupnog dusika (engl. Total Nitrogen, TN),
NH3s-N, NOs-N, NO.-N, PO4-P, a za analizu MLSS (engl. Mixed Liquor Suspended Solids,

hrv. mijesana tekucina suspendiranih cestica) uzorak se ne filtrira.

1. Odredivanje ukupnog dusika

Za odredivanje ukupnog dusika koristeni su kivetni testovi Merck Spectroquant 1.14763
1 1.14537. Prema Koroleff-ovoj metodi organski i anorganski dusikovi spojevi se provode u
nitrat u reakciji s oksidirajuéim reagensom u termoreaktoru. U otopini zakiseljenoj
sumpornom i fosfornom kiselinom, nitrati reagiraju s 2,6-dimetilfenolom i tvore 4-nitro-2,6-
dimetilfenol i odreduje se 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, 1 mL filtriranog uzorka, i promijesa se.
Doda se 1 zli¢ica reagensa N-1K i promijesa, zatim 6 kapi reagensa N-2K, dobro se zatvori,
promijesa i spaljuje tijekom 1 h na 120 °C. Nakon toga se kiveta izvadi iz termoreaktora
(Thermoreactor, Merck), zatim nakon 10 min promijesa, i hladi na sobnoj temperaturi. U
reakcijsku kivetu se otpipetira 1 mL ohladenog spaljenog uzorka (koristi se bistri supernatant
ili filtrat u sluaju mutnoce ili taloga), doda se 1 mL reagensa N-3K, zatvori se kiveta i
promucka. Po isteku reakcijskog vremena od 10 min, u spektrofotometru (Spectroquant

VEGA 400, Merck) se ocita vrijednost ukupnog dusika u mg/L.

Pribor:

Kivetni testovi Merck Spectroquant 1.1457 za raspon koncentracija 0,5-15 mg N/L i
1.14763 za raspon koncentracija 10-150 mg N/L

Staklene kivete s ¢epovima

Pipete

Termoreaktor

Spektrofotometar
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3.4.2. Odredivanje amonijakalnog dusika

Amonijakalan dusik, NH4-N, je odredivan metodom po Nessleru. U prisustvu NHs-N
dodatkom Nesslerovog reagensa (Kemika) razvija se Zuta do zuto smeda boja, ovisno o
koncentraciji prisutnog NH4-N, a intenzitet obojenja se odreduje mjerenjem absorbancije pri
valnoj duljini 425 nm, te iz bazdarnog dijagrama se ocita koncentracija NHa-N u mg/L.

Bazdarni dijagram je nacinjen na nacin da su odredivane absorbacijske vrijednosti

poznatih koncentracija standardne otopine NH4Cl pri 425 nm.

Postupak:
U odmjernu tikvicu od 50 mL doda se 50 mL filtritanog uzorka, razrijedenog po potrebi,

zatim 2 kapi K-Na-tartarata (GRAM-MOL), promijesa se, doda se 1 mL Nesslerovog
reagensa i promijeSa. Nakon reakcijskog vremena od 10 min izmjeri se absorbancija pri

425 nm na fotometru (SQ 200, Merck).

Pribor:

Odmjerne tikvice od 50 mL s ¢epovima
Pipete

Fotometar

3.4.3. Odredivanje koncentracije nitrata

Koncentracija nitrata (NO3-N) se odreduje pomocu kivetnih testova Merck Spectroquant
1.14773. Temelj metode je reakcija nitratnih iona u sumpornoj kiselini s derivatom
benzojeve kiseline uz nastanak nitro spoja koji je crvene boje 1 odreduje se

spektrofotometrijski.

Postupak:
U staklenu kivetu se doda 1,5 mL uzorka i zli¢ica reagensa NOz-1. Kiveta se dobro

zatvori i mijeSa do potpunog otapanja reagensa. Zatim se doda 5 mL koncentrirane sumporne
kiseline, kiveta se pazljivo zatvori i promijesa. Nakon reakcijskog vremena od 10 minuta, na

spektrofotometru (Spectroquant VEGA 400, Merck) se o¢ita koncentracija NOs-N u mg/L.

20



Pribor:

Kivetni testovi Merck Spectroquant 1.14773 za raspon koncentracija 0,2-20 mg NOz-
N/L

Staklene kivete s cepovima

Pipete

Kvarcne kivete, Merck

Spektrofotometar

3.4.4. Odredivanje koncentracije nitrita

Za odredivanje nitrita (NO2-N) koristeni su kivetni testovi Merck Spectroquant 1.14776,
a metoda se temelji na reakciji nitrita sa sulfanilnom kiselinom uz nastanak diazonijeve soli,
koja regira s N-(1-naftil)etilendiamin dihidroklorom pri ¢emu nastaje crveno-ljubi¢asta azo
boja. 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 doda se 5 mL uzorka i jedna zli¢ica NO2-1 reagensa, kiveta se zatvori

1 mijesa dok se ne otopi reagens. Nakon reakcijskog vremena od 10 minuta u fotometru

(Spectroquant VEGA 400, Merck) se izmjeri koncentracija NO2-N u mg/L.

Pribor:

Kivetni testovi Merck Spectroquant 1.14776 za raspon koncentracija 0,002-1 mg NO2-
N/L

Staklene kivete s ¢epovima

Pipete

Kvarcne kivete, Merck

Spektrofotometar

3.4.5. Odredivanje koncentracije fosfata

Za odredivanje fosfata u obliku ortofosfata (POs-P) koriSteni su kivetni testovi Merck
Spectroquant 1.14842, 1.00673.0001 i 1.14729.0001. Temelj metode je reakcija iona

ortofosfata s amonijevim vanadatom i amonijevim heptamolibdatom pri ¢emi se razvija Zuto
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obojena molibdovanadat fosforna kiselina, ¢ija se koncentracija odreduje fotometrijski. Ova
metoda je analogna APHA 4500-P C.

Postupak:
U staklenu kivetu se otpipetira 5 mL uzorka, doda se 1,2 mL reagensa POs-1, kiveta se

zatvori 1 promijeSa. Nakon 10 minuta reakcijakog vremena u spektrofotometru

(Spectroquant VEGA 400, Merck) se izmjeri koncentracija PO4-P u mg/L.

Pribor:

Kivetni testovi Merck Spectroquant 1,14842 za raspon koncentracija 0,5-30 mg POs-
P/L, 1.00673.0001 za raspon koncentracija 3-100 mg PO4-P/L i 1.14729.0001 za raspon
koncentracija 0,5-25 mg POs-P/L

Staklene kivete s Cepovima

Pipete

Kvarcne kivete, Merck

Spektrofotometar

3.4.6. Odredivanje kemijske potrosnje kisika

Vrijednost KPK odredivana je titrimetrijski prema Standard Methods (APHA, 2005), po
metodi 5220C (Closed Reflux, Titrimetric method). Uzorak se spaljuje u kiseloj sredini uz
srebrov sulfat (Ag2SO4, Kemika) kao katalizator i zivin sulfat (HgSO4, Kemika) da bi se
izbjegle interferencije nekih anorganskih spojeva, primjerice klorida. SuviSak kalijeva
bikromata (K2Cr.O7, Kemika) se titrira otopinom feroamonijeva sulfata, FAS
((NHa4)2Fe(S04)2x6H20, Kemika), uz dodatak feroina kao indikatora [jednadzba 1]

6Fe?* + Cr,02~ + 14H* - 6Fe3* + 2Cr3* + 7H,0 [1]

Postupak:
U staklenu pipetu otpipetira se 2 mL uzorka, doda se 1,2 mL otopine K2Cr207 + HgSOs,

i 2,8 mL otopine Ag2SO4 + H2SO4 (GRAM-MOL), zatvori se ¢epom, promijesa i spaljuje u
termoreaktoru (Thermoreactor TR 300, Merck) na 150 °C tijekom 1 h. Zatim se uzorak hladi

na sobnoj temperaturi u tami. Ohladeni uzorak se titrira (Digitalna bireta Solarus,
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Hirschman-Laborgerite) otopinom FAS (0,1 mol/L) uz dodatak feroina kao indikatora.

Prilikom titracije boja otopine se mijenja iz plavo-zelene do smede-crvene. Slijepa proba se

odreduje na isti nacin uz razliku da je dodani uzorak destilirana voda. Faktor otopine

feroamonijevog sulfata se odreduje na isti nacin kao i slijepa proba, s razlikom da se uzorak

ne spaljuje. Faktor otopine se ra¢una prema jednadzbi 2:

3.4.7.

1,2
V}as

f:

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

Vs — volumen (mL) FAS otopine utrosene za titraciju

KPK vrijednost se racuna prema jednadzbi 3:

KPK

mgOz] —V,)-c-f-8000

uzorka

gdje je:

V1 — volumen [mL] FAS utroSen za filtraciju slijepe probe
V2 — volumen [mL] FAS utroSen za titraciju uzorka

¢ — koncentracija FAS (0,1 mol/L)

f — faktor otopine FAS

Pribor:

Staklene kivete s ¢epovina
Pipete

Digestor

Dispenzeri

Titrator

Odredivanje MLSS

[2]

[3]

MLSS je koriSten kao mjera koncentracije aktivnog mulja, a odreduje se na nacin da se
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izraCuna razlika filter papira s talogom aktivnog mulja i €istog suhog filter papira, oba suSena

do konstantne mase na 105 °C u suSioniku (Instrumentaria ST-05).

Postupak:

Prilikom postavljanja pokusa odredivana je koncentracija aktivnog mulja na nacin da je
uzet poznati volumen homogene suspenzije aktivnog mulja i filtriran kroz ¢ist, osuSen i
prethodno izvagan filter papir. Filter papir s uzorkom aktivnog mulja je susen na 105 °C do
konstantne mase, i zatim ostavljen u eksikatoru na hladenje. Ohladeni suhi filter papir s
uzorkom mulja je izvagan i iz razlike mase suhog filter papira s uzorkom aktivnog mulja i
Cistog, suhog filter papira, podijeljene s volumenom uzete suspenzije aktivnog mulja dobije
se koncentracija aktivnog mulja, izrazene u g/L.

Formula (4) za rac¢unanje MLSS:

Mom — mf

4]
1 [
mL uzorka 000

MLSS [%] =

gdje je:
Mom [g] — masa osusenog filter papira s uzorkom aktivnog mulja
ms [g] — masa Cistog osuSenog filter papira

mL uzorka — volumen suspenzije aktivnog mulja

Pribor:

Pipeta

Lijevak

Casica

OsuSeni 1 izvagani filter papir
Susionik

Eksikator

3.4.8. Odredivanje temperature

Tijekom pokusa denitrifikacije temperatura je motrena ocitavanjem sa zaslona uredaja
pomocu temperaturnog senzora na pH elektrodi (WTW 3301 i SenTix 41) i kisikovoj elektrodi
(WTW 0Oxi13210 1 DurOx) uronjenih u mijeSanu tekucinu.
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3.4.9. Odredivanje koncentracije otopljenog kisika

Za odredivanje koncentracije otopljenog kisika koriSten je mjerac otopljenog kisika (WTW
Oxi3210) i kisikova elektroda (DurOx). Prije pokusa instrument je umjeren prema uputama
proizvodaca. Tijekom pokusa elektroda je bila uronjena u mijeSanu tekucéinu i koncentracija

otopljenog kisika je oCitavana sa zaslona uredaja izrazena u mg/L.

3.4.10. Odredivanje vrijednosti pH

Za odredivanje vrijednosti pH koristen je pH metar (WTW 3301) i pH elektroda (SenTix41).
Prije pokusa napravljena je kalibracija tako $to se pH elektroda uranjala u pufer otopine s pH 4,
pH 7 i pH 10 prema uputama proizvodaca. Tijekom pokusa pH elektroda je bila uronjena u
mijesanu tekucinu i vrijednost pH je oCitavana sa zaslona pH metra. Nakon zavrSetka mjerenja,
pH elektroda je isprana destiliranom vodom i ¢uvana u otopini elektrolita, zasi¢enoj otopini

kalijeva klorida, KCI (Alkaloid).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Obrada otpadne vode koja svojim sastavom oponasa komunalnu otpadnu vodu istraZzena
je primjenom aerobnih granula, uz dodani vanjski izvor ugljika, natrijev acetat. Komunalnu
otpadnu vodu karakterizira nizak omjer KPK/N, 3,7-5,1, i upravo se omjer KPK/N navodi
kao ograni¢avajuci ¢imbenik ucinkovite obrade (Wagner i sur., 2015). Zbog toga se Cesto
dodaje vanjski izvor ugljika, da bi se postigao zadovoljavajuci stupanj obrade otpadne vode
za ispustanje obradene vode u vodna tijela.

U Republici Hrvatskoj maksimalne dopustene vrijednosti za ispust u povrsinske vode
iznose 125 mg KPKJ/L, 25 mg BPKs/L, 15 mg ukupni N/L, 10 mg amonij-N/L, 2 mg NOz-
N/L, 1 mg NO2-N/L i 2 mg ukupni P/L. Te vrijednosti za ispust u sustav javne odvodnje su
vise i iznose 700 mg KPK/L, 250 mg BPKs/L, 50 mg TN/L, 10 mg NO2-N/L, 10 mg ukupni
P/L (Pravilnik, 2020).

Acetat je vanjski izvor ugljika koji se ucestalo koristi za podeSavanje omjera C/N za
uc¢inkovito uklanjanje nutrijenata (dusika i fosfora), pa je zato koristen i u ovim pokusima.
Prednost acetata kao izvora ugljika je to Sto ga mikroorganizmi aktivnog mulja mogu vrlo
jednostavno koristiti, postiZzu se vece brzine uklanjanja N i P s acetatom kao izvorom ugljika
u odnosu na druge vanjske izvore ugljika poput metanola ili etanola te je potrebno vrlo kratko
vrijeme prilagodbe mikroorganizama aktivnog mulja na acetat. Nedostatak acetata kao
vanjskog izvora ugljika je to $to je skuplji od primjerice etanola ili metanola (Osaka i sur.,
2008; Peng i sur., 2007).

Karakteristicne vrijednosti komunalne otpadne vode su 304,4+82,2 mg KPKIL,
83,2+18,3 mg TN/L, 82,2+17,8 mg NH4-N/L (Wagner i sur., 2015), 0-1 mg NOz-N/L, i 4-
15 mg POs-P/L (Metcalf i Eddy, 2003).

Kako je uobicajeni omjer KPK/N u komunalnim otpadnim vodama 3,7-5,1 (Wagner i
sur., 2015) pokusi u ovom radu su zapoceli s omjerom C/N 4, zatim je omjer C/N iznosio 8
i kona¢no C/N 12. Pokusi u ovom radu su provedeni sa sintetskom otpadnom vodom koja
svojim sastavom oponasa komunalnu otpadnu vodu. Kao izvor ugljika je koristen lako
razgradiv izvor ugljika, acetat. Svaki omjer C/N je voden tijekom 50 dana, a pokusi su
sveukupno trajali 150 dana.

Postignuti rezultati u izlazu tijekom 150 dana za vrijednosti KPK su prikazani na slici 7,
za NHs-N na slici 8, za TN na slici 9, za PO4-P na slici 10, a promjene koncentracije
aktivnog mulja izrazene kao MLSS su prikazane na slici 11. Takoder, na slici 12 je

prikazana postignuta ucinkovitost uklanjanja KPK, TN, NHs4-N i PO4-P pri istrazivanim
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Slika 7. KPK vrijednosti u izlazu u pokusima uklanjanja nutrijenata s aerobnim granulama pri
omjerima C/N 4, 8112
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Slika 8. NHs-N vrijednosti u izlazu u pokusima uklanjanja nutrijenata s aerobnim granulama

pri omjerima C/N 4,81 12
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Slika 10. PO4-P vrijednosti u izlazu u pokusima uklanjanja nutrijenata s aerobnim granulama

pri omjerima C/N 4,81 12
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Slika 11. MLSS vrijednosti u pokusima uklanjanja nutrijenata s aerobnim granulama pri
omjerima C/N 4, 8112
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Slika 12. U¢inkovitost uklanjanja KPK, NH4-N, TN i PO4-P u pokusima uklanjanja nutrijenata

s aerobnim granulama pri omjerima C/N 4, 81 12C/N 4,81 12
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Pri omjeru C/N 4 za pocetnih 70+10 mg NH4-N/L pocetna koncentracija organskih
saastojaka izrazena kao KPK vrijednost je iznosila oko 563 mg KPK/L. Tijekom 50 dana
prosjecna vrijednost KPK u izlazu je iznosila oko 62 mg KPKJ/L, s vrijednostima koje su
varirale od 16 mg KPK/L do 131 mg KPKI/L (slika 7).

S povecanjem omjera C/N na 8, po€etna vrijednost KPK u ulazu je iznosila oko 1108 mg
KPKJ/L. Pri tom omjeru tijekom 50 dana prosjecna vrijednost KPK u izlazu je iznosila oko
78 mg KPKJ/L, pri ¢emu su vrijednosti u izlazu varirale od 31 mg KPK/L do 148 mg KPK/L.
Takoder, s pove¢anjem omjera C/N na 8 vidljivo je da je vrijednost KPK u izlazu bila visa
u pocetnim danima, te se tijekom narednih dana postepeno smanjivala i ustabilila (slika 7).

Omjer C/N 12 je rezultirao pocetnim KPK vrijednosti oko 1672 mg KPK/L, i tijekom
narednih 50 dana pokusa prosje¢na vrijednost KPK u izlazu je iznosila oko 67 mg KPK/L, s
najnizom zabiljezenom vrijednosti 19 mg KPK/L 1 najviSom zabiljezenom KPK vrijednosti
158 mg KPKI/L (slika 7).

Isti trend ponasanja krivulje KPK u izlazu se moze zapaziti pri sva tri ispitivana omjera
CIN, tijekom nekoliko pocetnih dana novog, viseg omjera C/N, vrijednost KPK u izlazu je
bila vi$a, i zatim se tijekom vremena smanjivala i kona¢no ustabilila (slika 7).

Krivulja KPK je odraz mikrobnog metabolizma heterotrofa (Kocaturk i Erguder, 2016),
i sa svakim pocetnim omjerom C/N, mikroorganizmi aktivhog mulja su dobivali vecu
raspolozivu koncentraciju organskih sastojaka (slika 7). Vise vrijednosti KPK u izlazu su
pokazatelj pocetka prilagodbe mikroorganizama na visu koncentraciju organskog supstrata,
a postupan pad koncentracije KPK u izlazu te stabilne vrijednosti u izlazu su pokazatelj da
su se mikroorganizmi prilagodili na nove, vise koncentracije organskih sastojaka (slika 7).
Povecanje omjera KPK/N postupno dovodi do dominacije heterotrofnih bakterija, a samim
time postupno i opada raznolikost i brojnost mikroorganizama zastupljenih u granulama
(Zhao i sur., 2013).

Za smanjenje vrijednosti KPK su odgovorne heterotrofne vrste prisutne u aktivnom
mulju koje trose organske sastojke kao izvor ugljika i energije (Kocaturk i Erguder, 2016).

Kako su ovi pokusi vodeni sa zrelim aerobnim granuliranim muljem, i budu¢i da su
granule kompaktne strukture u kojoj dolazi do gradijenta supstrata iduci od povrsine granule
prema srediStu granule, tako unutar granule postoje aerobne, anoksi¢ne i anaerobne zone
(Chen i sur., 2007; Gonzalez-Gil i Holliger, 2014). Zbog toga su heterotrofi aktivni u ovim
pokusima odgovorni za uklanjanje organskih sastojaka vjerojatno bili i aerobni i anoksicni

heterotrofi (Desireddy i Sabumon, 2021; He i sur., 2019; He i sur., 2018; Sarma i Tay, 2018;
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Xia i sur., 2018), unato¢ tome $to su pokusi vodeni u aerobnim uvjetima pri koncentraciji
otopljenog kisika 2 mg DO/L.

Stabilan i1 dugotrajan rad uredaja za bioloSku obradu otpadnih voda je u ovisnosti o
primjerenom omjeru KPK/N, a koji utjece i na u¢inkovitost bioloske obrade otpadne vode,
sastav mikrobioloske zajednice unutar granula i na odrzavanje integriteta granula (He i sur.,
2017). Kocaturk i Erguder (2016) isticu omjer KPK/N 7,5 za odrZavanje stabilnosti aerobnih
granula, 1 za uCinkovitu obradu KPK i nutrijenata, pri ¢emu nizi omjeri KPK/N < 3,3
pogoduju nitrifikantima, a veé¢i omjeri > 20 pogoduju heterotrofima (Kim i sur., 2021;
Kocaturk i Erguder, 2016).

Pri omjerima C/N 4, 8 i 12 pri pocetnih 7010 mg NH4-N/L postignute su vrijednosti
KPK nize od maksimalne dopustene koncentracije 125 mg KPK/L (prosjecne vrijednosti u
izlazu su iznosile 62 mg KPK/L, 78 mg KPK/L i 67 mg KPK/L pri omjerima C/N 4, 8 i 12)
za ispust u povrsinske vode (slika 7). Takoder, kvaliteta obradene vode obzirom na KPK
vrijednost je bila zadovoljavajuca i za ispust u sustav javne odvodnje jer je u tom slucaju
maksimalna dopustena koncentracija 700 mg KPK/L (Pravilnik, 2020).

Dinamika promjene koncentracije NHs-N u izlazu pri omjerima C/N 4, 8 i 12 tijekom
150 dana je prikazana na slici 8. U ulazu je koncentracija NHs-N bila konstantna, 70+£10 mg
NH4-N/L, a koncentracija organskih sastojaka rasla je s porastom omjera C/N.

Pri omjeru C/N 4 prosjecna koncentracija NH4-N u izlazu je iznosila 8,4 mg NHs-N/L,
unutar raspona vrijednosti 2 mg NHs-N/L i 28 mg NHa-N/L (slika 8).

Manje koncentracije NH4-N u izlazu su postignute pri omjeru C/N 8, a prosjecna
koncentracija NH4-N je iznosila 3,5 mg NHs-N/L, u rasponu od 1 mg NHs-N/L do 16 mg
NHas-N/L (slika 8).

Omjer C/N 12 je rezultirao jo§ manjom prosjec¢nom koncentracijom NHs-N u izlazu od
1,4 mg NH4-N/L, pri ¢emu su najniza i najvisa vrijednost iznosile 1 mg NH4-N/L i 3 mg
NHa-N/L (slika 8).

Smanjenje koncentracije NHs-N je rezultat procesa nitrifikacije — oksidacije amonijaka
do nitrita i zatim oksidacije nitrita do nitrata. Proces nitrifikacije provode aerobne autotrofne
bakterije nitrifikanti, koji se sastoje od dvije skupine (Desireddy i Sabumon, 2021; Yuan i
sur., 2019; He i sur., 2018; Metcalf i Eddy, 2003; Gerardi, 2002):

(1) amonijak oksidirajucih bakterija (AOB) koje provode oksidaciju amonijaka do

nitrita

(i) nitrit oksidirajucih bakterija (NOB) koje provode oksidaciju nitrita do nitrata.
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U SBR reaktoru vladali su aerobni uvjeti, pri ¢emu je koncentracija otopljenog kisika
iznosila 2 mg DO/L, a za raspolozivu koncentraciju otopljenog kisika natjecale su se acrobne
vrste prisutne u aktivnom mulju — heterotrofi (provode proces aerobne razgradnje organskih
sastojaka) (slika 7) i nitrifikanti (provode nitrifikaciju) (slika 8). lako su aerobni heterotrofi
znatno nadmoc¢niji u kompeticiji za otopljeni kisik od nitrifikanata (Desireddy i Sabumon,
2021; Yuan i sur., 2019; He i sur., 2018; Metcalf i Eddy, 2003; Gerardi, 2002), u reaktoru je
bilo dovoljno otopljenog kisika za oksidaciju amonijaka, te je amonijak preostao u izlazu pri
svim istrazivanim C/N omjerima (slika 8) bio u rasponu vrijednosti koje su dopustene za
ispust u povrsinske vode (10 mg N/L) (Pravilnik, 2020). Postignute prosjecne koncentracije
NH4-N u izlazu su iznosile 8,4 mg NH4-N/L, 3,5 mg NHs-N/L i 1,4 mg NHs-N/L pri
omjerima C/N 4, 8 12 (slika 8).

Ravnoteza izmedu ionskog oblika NHs-N i molekularnog oblika NHs je u ovisnosti o
vrijednosti pH u mije$anoj tekuéini. Sto je vi$a vrijednost pH, to je ravnoteZa vise pomaknuta
prema molekularnom obliku kojeg nitrifikanti ne mogu koristiti kao supstrat, i molekularni
oblik amonijaka se otplinjuje i tako odlazi iz reaktora. Niza vrijednost pH pomice ravnotezu
izmedu NHs-N i NH3 prema ionskom obliku, NH4-N, kojeg nitrifikanti mogu Kkoristiti, te se
provodi proces nitrifikacije (Gerardi, 2002; Anthonisen i sur., 1976).

Isto tako, ravnoteza izmedu NO2-N (ionski oblik) i HNO2 (molekularni oblik) je takoder
u ovisnosti o vrijednosti pH, ali u ovom slucaju niza vrijednost pH pomoce ravnoteZu prema
HNO, slobodnoj nitritnoj Kiselini, koja je inhibitor brojnih vrsta prisutnih u aktivnom mulju
(Anthonisen i sur., 1976).

Vrijednost pH utjece na metabolizam nitrifikanata, i optimalna vrijednost pH za proces
nitrifikacije je 7,2-8 (Gerardi, 2002). Vrijednost pH u ovom radu je bila u rasponu 7-8,
pogodna za metabolizam nitrifikanata, te nije dolazilo niti do otplinjavanja NHs iz sustava,
niti do nakupljanja HNO2, i posljedi¢no, inhibicije mikroorganizama, te se proces
nitrifikacije odvijao neometano (slika 8).

Nepovoljan u¢inak smanjenja omjera KPK/N sa 4 na 1 na smanjenje brzine i
ucinkovitosti nitrifikacije su objavili Luo i sur. (2014), $to autori tumace pomakom u sastavu
mikrobne zajednice i smanjenju sadrzaja EPS-a, a sto je posljedicno dovelo do smanjenja
fizicke snage aerobnih granula, naruSavanja talozivosti 1 smanjenja veli¢ine aerobnih
granula.

Povecéanje omjera C/N u ovom radu je povoljno djelovalo na postignute prosjecne

vrijednosti TN u izlazu, koje su iznosile 31,5 mg TN/L, 29 mg TN/L i 24 mg N/L pri
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omjerima C/N 4, 8 i 12. Pri omjeru C/N 4 najniza i najviSa zabiljeZena vrijednost su iznosile
27 mg TN/L i 36 mg TN/L, pri omjeru C/N 8 su bile u rasponu 26 mg TN/L i 35 mg TN/L,
a pri omjeru C/N 12 su bile u rasponu 22 mg TN/L i 26 mg TN/L (slika 9).

Dusik se iz otpadne vode uklanja kombinacijom procesa nitrifikacije i denitrifikacije. U
procesu nitrifikacije se amonijak oksidira do nitrata, i zatim u procesu denitrifikacije nitrati
se reduciraju do plinovitog dusika (Metcalf i Eddy, 2003; Gerardi, 2002).

Proces denitrifikacije provode heterotrofne anoksi¢ne bakterije — denitrifikanti pomoc¢u
niza enzima — denitrificiraju¢ih reduktaza. Da bi se denitrifikacija mogla odvijati,
denitrifikantima je nuzan donor elektrona — organski sastojci. Koli¢ina potrebnih organskih
sastojaka za potpunu denitrifikaciju je u ovisnosti o odabranom izvoru ugljika. Nedovoljna
koli¢ina organskih sastojaka rezultira nepotpunom denitrifikacijom, $to znaci da su utroSeni
organski sastojci, a u obradenoj vodi preostaju nitriti odnosno nitrati. Obrnuto, prevelika
koli¢ina organskih sastojaka osigurava potpunu denitrifikaciju, medutim, a u obradenoj vodi
preostaju organski sastojci koje je potrebno ukloniti iz vode naknadnim stupnjevima obrade.
Zbog toga je pozeljno dodati minimalnu potrebnu koli¢inu organskih sastojaka za potpunu
denitrifikaciju kako bi rezultat procesa denitrifikacije bio uklonjeni (denitrificirani) nitrati
odnosno nitriti te izostanak organskih sastojaka u izlazu (Metcalf i Eddy, 2003; Gerardi,
2002).

Denitrifikanti kao izvor ugljika mogu koristiti (Metcalf i Eddy, 2003; Gerardi, 2002):

o prisutne bioloski razgradive organske spojeve u otpadnoj vodi
o vanjski dodani izvor ugljika, poput acetata, metanola, propionata, glukoze
o unutarstani¢ne rezerve ugljika.

Budu¢i da su pokusi u ovom radu vodeni u SBR reaktoru u aerobnim uvjetima i sa zrelim
aerobnim granulama, proces denitrifikacije je bio omogucen, zahvaljujuéi slojevitoj i
kompaktnoj strukturi granula. Tako na povrSini granule obitavaju aerobne vrste, poput
nitrifikanata, a u dubljim slojevima granule obitavaju anoksi¢ne vrste, poput denitrifikanata.
Na taj nacin se odvija istovremena nitrifikacija i denitrifikacija u jednom bioreaktoru (Szabo
i sur., 2017; Chen i sur., 2007; Beun i sur., 1999).

Zabiljezene prosjecne vrijednosti ukupnog dusika (slika 9) su viSe od prosjecnih
vrijednosti amonijaka (slika 8), zato §to se nisu svi nakupljeni nitriti i nitrati uspjeli
denitrificirati.

Tri sumogucéa razloga:

Q) Mogucée je da je koncentracija otopljenog kisika unutar granule bila visa od
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vrijednosti koja je potrebna za provedbu procesa denitrifikacije pa je doslo do
djelomicne inhibicije denitrificirajucih reduktaza (Wang i Chu, 2016)

(i)  Moguce je da su dio organskih sastojaka utrosili acrobni heterotrofi pa nije preostalo
dovoljno organskih sastojaka za denitrifikaciju nakupljenih nitrata i nitrita
(Gutierrez-Wing i sur., 2012)

(il))  Moguce je da je tijekom faze punjenja koja je trajala 20 min, i koja se odvijala bez
aeracije, dio mikroorganizama prisutnih u aktivnom mulju, poput PAO i GAO,
pospremio dio ugljika kao unutarstani¢ne rezerve, a poznato je da je denitrifikacija s
unutarstani¢nim rezervama ugljika znatno sporiji proces od denitrifikacije s
vanjskim, lakorazgradivim izvorom ugljika poput primjerice acetata (Karahan i sur.,
2008).

Autori Kocaturk i Erguder (2016) i Yuan i sur. (2019) ukazuju na ulogu anaerobne faze
tijekom faze punjenja reaktora zato Sto se pri takvim uvjetima ostvaruje veca ucinkovitost
uklanjanja N.

U granulama su najcesce detektirani denitrifikanti slijedecih rodova: Thauera, Zoogloea,
Meganema, Devosia, Stenotrophomonas, a potonje imaju sposobnost i proizvodnje EPS-a
(de Sousa Rollemberg i sur., 2018; Xia i sur., 2018).

Niti pri jednom od istrazivanih omjera C/N nije postignuta koncentracija TN (slika 9) za
ispust u povrsinske vode (15 mg TN/L), ali su sve vrijednosti bile zadovoljavajuce za ispust
u sustav javne odvodnje (50 mg TN/L) (Pravilnik, 2020).

Za biolosko uklanjanje fosfata pomocu aerobnih granula bilo je povoljno poveéanje
omjera C/N jer su s pove¢anjem omjera C/N postignute nize vrijednosti koncentracije POs-
P u izlazu. Postignute prosjeéne koncentracije POs-P u izlazu iznosile 8,3 mg POs-P/L,
5,5 mg POs-P/L i 3,5 mg POs-P/L pri omjerima C/N 4, 8 i 12. Pri tome, rasponi zabiljezenih
koncentracija su iznosili 6 mg PO4-P/L-12 mg PO4-P/L, 3 mg PO4-P/L-8 mg PO4-P/L i 2 mg
PO4-P/L-6 mg PO4-P/L pri omjerima C/N 4, 8 i 12 (slika 10).

Fosfor se iz otpadne vode uklanja pomocu procesa naprednog bioloSkog uklanjanja
fosfora, a provode ga fosfor akumuliraju¢i organizmi (PAO). Da bi PAO mogli uklanjati P,
potrebni su im naizmjenic¢ni anaerobni i aerobni (anoksi¢ni) uvjeti. U anaerobnim uvjetima
PAO unose organske sastojke i pohranjuju ih kao PHA 1 pri tome otpustaju fosfate iz svojih
stanica u mijeSanu tekuéinu. Zatim, u aerobnim (anoksi¢nim) uvjetima, PAO Kkoriste
unutarstani¢ne zalihe PHA za unos fosfata unutar svojih stanica s kisikom (nitratom) kao

akceptorom elektrona (Bunce i sur., 2018; He i sur., 2018; Barr i sur., 2010).
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U ovim pokusima povecanje omjera C/N je osiguralo vecu koli¢inu organskih sastojaka
za pohranu kao PHA, pa su zato s porastom omjera C/N zabiljezene nize vrijednosti
koncentracije PO4-P u izlazu (slika 10). Ipak, ovi pokusi su se vodili u aerobnim uvjetima
(faza reakcije), a faza punjenja se odvijala bez aeracije, pa je koncentracija otopljenog kisika
u tom periodu bila vrlo niska. Vjerojatno su PAO tijekom faze punjenja unijeli dio acetata u
svoje stanice i pohranili ga kao PHA kojeg su kasnije koristili za unos POs-P u stanice.
Medutim, vjerojatno je faza punjenja koja je trajala 20 minuta bila prekratka za znacajnije
nakupljanje PHA u stanicama pa je to moguci razlog $to je u mijeSanoj tekucini preostalo
PO4-P pri sva tri istrazivana omjera C/N. Takoder, u aerobnoj fazi su i PAO koristili kisik
kao krajnji akceptor elektrona, te su se i oni natjecali za otopljeni kisik, skupa s aerobnim
heterotrofima i nitrifikantima. Moguce je i da je dio PAO koji imaju sposobnost koriStenja
NO--N i NOs-N kao krajnjeg akceptora elektrona bio prisutan i u dubljim slojevima granule,
te su i oni vjerojatno doprinijeli uklanjanju POs-P.

Kako su u aktivnom mulju prisutni i PAO i GAO, tijekom anaerobne faze dolazi do
kompeticije za acetat izmedu PAO 1 GAO. Ukoliko je naruSena ravnoteza brojnosti PAO 1
GAO, te dode do proliferacije GAO, GAO ¢e tijekom anaerobne faze unijeti u svoje stanice
viSe acetata od PAO, te u narednoj aerobnoj (anoksi¢noj) fazi PAO nece imati dovoljno
unutarstani¢nih zaliha PHA za unos ortofosfata u svoje stanice i pohranu u obliku polifosfata,
Sto posljedi¢no dovodi do naruSavanja uéinkovitosti uklanjanja P iz otpadne vode (Bunce i
sur., 2018; de Sousa Rollemberg i sur., 2018; He i sur., 2018; Xia i sur., 2018; Sarma i Tay,
2018).

Obrada otpadne vode aerobnim granulama pri omjerima C/N 4, 8 i 12 nije rezultirala
zadovoljavaju¢im vrijednostima POs-P (slika 10) za ispust u povrSinske vode, ali je
postignuta kvaliteta obradene vode obzirom na koncentraciju PO4-P zadovoljavajuce
kvalitete za ispust u sustav javne odvodnje (10 mg P/L) (Pravilnik, 2020).

Ucinak povecanja omjera C/N na MLSS tijekom 150 dana pokusa je prikazan na slici
11. Pri omjeru C/N 4 koncentracija MLSS je bila u uskom rasponu vrijednosti, i nakon 50
dana vodenja procesa nije zabiljezena promjena koncentracije. Pri omjeru C/N 8§ tijekom
narednih 50 dana vodenja procesa koncentracija MLSS je narasla za 0,7 g/L, a tijekom
vodenja procesa pri omjeru C/N 12 za jo§ 0,5 g/L. Sveukupno povecanje koncentracije
MLSS tijekom 150 dana vodenja procesa je iznosilo 1,2 g/L i na kraju procesa je iznosila

4,2 g/L (slika 11). Sli¢an trend povecanja koncentracije biomase u reaktoru s povecanjem
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(2016). Kocaturk i Erguder (2016) tumace porast koncentracije MLSS s porastom omjera
C/N povecanjem udjela hetrotrofnih bakterija u granulama.

Niske vrijednosti omjera KPK/N, kao S§to su omjeri KPK/N 1-5 se povezuju s
raspadanjem granula zbog nedovoljne koli¢ine organskih spojeva, te onda dolazi do ispiranja
mikrobne biomase iz sustava i koncentracija MLSS opada (Kim i sur., 2021; Kim i Ahn,
2019; Kocaturk i Erguder, 2016; Luo i sur., 2014). Odabrani izvor organskih sastojaka i
omjer KPK/N imaju izravan u¢inak na koncentraciju MLSS u bioreaktoru (Kim i sur., 2021;
Kim i Ahn, 2019; Yuan i sur., 2019; Kocaturk i Erguder, 2016).

Na slici 12 su prikazane ostvarene u¢inkovitosti uklanjanja KPK, NH4-N, TN i POs-P pri
istrazivanim omjerima C/N 4, 8 i 12. Poveéanje omjera C/N je povoljno djelovalo na
ucinkovitost uklanjanja svih istraZivanih sastojaka. Tako je s porastom omjera C/N 4, 8 1 12
ostvarena ucinkovitost uklanjanja KPK 89 %, 93 % i 96 % (slika 12).

Sli¢no rezultatima postignutim u ovom radu, Kocaturk i Erguder (2016) su pri omjerima
KPK/N 7,5 i manjim ostvarili u¢inkovitost uklanjanja KPK 63-79 %, omjer KPK/N 10 je
rezultirao 76-90 % ucinkovitosti uklanjanja, a omjer KPK/N 20 je bio dovoljan za
ucinkovitost uklanjanja KPK 94 %. Takoder, sli¢ne rezultate su postigli i Kim i Ahn (2019),
koji su zabiljezili u¢inkovitost uklanjanja KPK 93,7 %, 90,8 %, 82,4 %1 70,7 % pri omjerima
KPK/N 10, 7,5,51 2,5.

Autori Kocaturk i Erguder (2016) objasnjavaju povecanje ucinkovitosti uklanjanja
organskih spojeva s porastom omjera KPK/N dominacijom heterotrofnih bakterija. Ipak, pri
omjeru KPK/N 30 Kocaturk i Erguder (2016) su zabiljezili smanjenje ucinkovitosti
uklanjanja KPK sa 95 % na 87 %, a razlog je proliferacija filamentoznih bakterija i
narusSavanje strukture granule.

Ostvarena ucinkovitost uklanjanja NH4-N je iznosila 88 %, 95 % i 98 % pri omjerima
CIN 4, 8 1 12. Porast omjera C/N 4, 8 i 12 je rezultirao ucinkovitosti uklanjanja ukupnog
dusika 55 %, 59 %166 %, a POs-P 31%, 54 % i 71 % (slika 12). Kim i sur. (2021) su postigli
sli¢ne rezultate, te su zabiljeZzili uklanjanje N 57,5 %, 61,6 %, 69,6 % i 79,1 % pri omjerima
KPK/N 5, 10, 15 i 20. Rezultati postignuti u ovom radu (slika 12) su u suglasju i s Kim i
Ahn (2019), koji su ostvarili N uklanjanje 72,3 %, 65,3 %, 61,7 % i 52,3 % pri omjerima
KPK/N 10, 7,5, 51 2,5. Kocaturk i Erguder (2016) su pri omjeru KPK/N 1 zabiljezili 75 %
uklanjanje amonijaka i 26 % uklanjanje N, pri omjerima KPK/N 2-7,5 postigli su vise od 90
% uklanjanje amonijaka, a uklanjanje N 35-54 %, a pri KPK/N omjerima 7,5-30 u¢inkovitost

uklanjanja amonijaka se smanjivala i na kraju je iznosila 37 %, a uklanjanje N 17-18 %. Ovi
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su autori pokuse vodili u anoksi¢no-aerobnom rezimu pri omjerima KPK/N 7,5-30, a
zabiljezeni pad ucinkovitosti uklanjanja amonijaka objasnjavaju porastom vrijednosti pH
preko 8,6, pri ¢emu su vrijednosti NH3z bile u toksi¢nim vrijednosti za obje skupine
nitrifikanata, i AOB, i NOB (Kocaturk i Erguder, 2016).

U ovim pokusima sa zrelim aerobnim granulama je postignuto istovremeno uklanjanje
organskih sastojaka, amonijaka, ukupnog dusika i ortofosfata iz sintetske otpadne vode (slike
7-12) zbog strukture granula koja se sastoji od slojeva — aerobni, anoksi¢ni i anaerobni —
zahvaljujuéi otporu difuzije otopljenog kisika, a u slojevima su prisutne razli¢ite skupine
mikroorgnizama — amonijak i nitrit oksidirajuce bakterije, denitrificiraju¢e bakterije i fosfor
akumuliraju¢i organizmi (Chen i sur., 2007; Gonzalez-Gil i Holliger, 2014; Desireddy i
Sabumon, 2021; He i sur., 2019; He i sur., 2018; Sarma i Tay, 2018; Xia i sur., 2018).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata dobivenih iz provedenog eksperimentalnog dijela izvode se sljedeci

zakljucci:

1.

Pomoc¢u zrelih aerobnih granula postignuto je istovremeno uklanjanje organskih
sastojaka, amonijaka, ukupnog dusika i ortofosfata iz sintetske otpadne vode.
Povecanje omjera C/N od 4 do 12 povoljno je djelovalo na u¢inkovitost uklanjanja svih
istrazivanih sastojaka.

Kvaliteta obradene vode obzirom na KPK vrijednosti i amonijakalni du$ik pri svim
ispitanim omjerima C/N 4, 8 i 12 bila je zadovoljavajuca za ispust u povrSinske vode i
sustav javne odvodnje.

Obrada otpadne vode aerobnim granulama pri omjerima C/N 4, 8 i 12 nije rezultirala
zadovoljavaju¢im vrijednostima ukupnog dusSika i ortofosfata za ispust u povrSinske
vode, ali je postignuta, obzirom na navedene nutrijente, zadovoljavajuc¢a kvaliteta
obradene vode za ispust u sustav javne odvodnje.

Ukupno povecéanje koncentracije MLSS tijekom 150 dana vodenja procesa je iznosilo

1,2 g/L §to se moze povezati s pove¢anjem udjela hetrotrofnih bakterija u granulama.
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