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1. UVOD

Porast broja svjetskog stanovnistva, razvoj i znacajno Sirenje industrije dovelo je do nastanka
velikih koli¢ina otpadnih voda kucanstva i industrije, bogatih brojnim nepozeljnim 1 toksi¢nim
spojevima, ¢ije bi ispustanje bez prethodne obrade moglo imati kobne ucinke po ljude i okolis.
Prilikom odabira metoda obrade otpadne vode treba voditi rauna o njihovoj ucinkovitosti,
isplativosti s ekoloskih kao i ekonomskih aspekata. Bioloska obrada otpadnih voda predstavlja
najprihvatljiviji 1 najucinkovitiji nac¢in uklanjanja organskih spojeva i nutrijenata (duSika i
fosfora) iz otpadnih voda (Lemaire i sur., 2008).

Dusik je jedan od glavnih zagadivaca povrsinskih 1 podzemnih voda. Osim poljoprivrede,
uzork oneciS¢enja voda duSikom su i razliCite druge vrste otpada poput industrijskog,
zivotinjskog 1 komunalnog. DusSik se u otpadnim vodama moZe nalaziti u razli¢itim
oksidacijskim stanjima, Sto dodatno doprinosi sloZenosti procesa njegova uklanjanja (Ritter i
sur., 2002).

Uklanjanje dusika iz otpadne vode na uredajima za biolosku obradu otpadnih voda
uobicajeno se provodi kombinacijom procesa nitrifikacije i denitrifikacije. Nitrifikaciju provode
kemolitotrofne bakterije koje koriste kao donore elektrona anorganske dusikove spojeve pri
¢emu se amonijak prevodi preko nitrita do nitrata. Neke od bakterija koje provode nitrifikaciju
spadaju u rodove: Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosococcus, Nitrobacter, Nitrospira,
Nitrococcus i Nitrospina (Gerardi, 2002). Bioloska denitrifikacija metoda je ekonomski
isplativija te ekoloski prihvatljivija za uklanjanje nitrata u usporedbi s fizikalno-kemijskim
procesima poput ionske izmjene, adsorpcije i reverzne osmoze (Park i Yoo, 2009). Bioloska
denitrifikacija je proces koji omogucava prevodenje nitrata do bezopasnog plinovitog dusika kao
krajnjeg produkta (Rezvani i sur., 2019). Denitrifikacija zahtjeva nekoliko kljuénih ¢imbenika:
anoksicni uvjeti, izvor ugljika, odgovaraju¢i omjer C/N, prisutnost i aktivnost denitrifikanata,
odgovarajucu temperaturu i vrijednost pH (Rahimi i sur., 2020). Neki od bakterija koje provode
denirtifikaciju su: Acinetobacter, Alcaligenes, Bacillus, Hyopomicrobium, Paracoccus,
Pseudomonas (Gerardi, 2002).

Nitrit je intermedijer u biokemijskim putevima nitrifikacije i denitrifikacije. Denitritacija
provedena s pomocu denitrifikacijskih bakterija koje kao akceptor elektrona koriste nitrit,

ekonomican je nacin bioloskog uklanjanje dusika iz otpadne vode, s manjom potroSnjom izvora



ugljika i energije, i manjom proizvodnjom mulja ¢ime se smanjuje potreban volumen reaktora
(manja investicijska ulaganja), u usporedbi s denitrifikacijom preko nitrata (Gerardi, 2002;
Zumft, 1997). Uklanjanje dusika preko nitrita predstavlja izazov jer nitrit inhibira brojne skupine
mikroorganizama u aktivnom mulju, poput nitrit oksidirajucih bakterija i fosfor akumuliraju¢ih
organizama (Gerardi, 2002).

Cilj ovograda bio je istraziti provodenje denitritacije u Sarznim pokusima koriStenjem visoke
pocetne koncentracije nitrita (70 £5 mg NO2-N/L) s acetatom kao izvorom ugljika pri omjerima
C/IN1,2,3i4.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SPOJEVI DUSIKA U OTPADNIM VODAMA

Dusik je jedan od makroelemenata neophodan za Zivot inuZzan za sintezu klju¢nih stani¢nih
komponenti (Arredondo i sur., 2015). Najveci izvor dusika u biosferi ¢ini atmosferski dusik (N2)
(Kuypers i sur., 2018) s udjelom od oko 78 % svih prisutnih plinova. S obzirom da je dusik u
ovoj formi inertan i nedostupan za iskoriStavanje zivim organizmima, prevodi se iz atmosferskog
oblika u reaktivnije oblike poput nitrata (NO3z"), nitrita (NO2") i amonijaka (NH4"). Akumulacija
navedenih reaktivnih spojeva duSika moze uzrokovati ozbiljne ekoloske probleme poput
eutrofikacije i acidifikacije. 1z tog razloga potrebno ih je ukloniti iz otpadnih voda prije
ispustanja u vodne prijemnike (Arredondo i sur., 2015).

Dusik se u prirodi javlja u obliku razlicitih spojeva prilikom ¢ega mu se oksidacijska stanja
kre¢u u rasponu od -3 do +5 (Wong i sur., 2003). Ovaj makroelement prolazi kroz Sest osnovnih
faza koje kontroliraju njegovu uzajamnu transformaciju izmedu organskog i anorganskog oblika
te upravljaju migracijskim putevima i ve¢ postoje¢im oblicima. Spomenutih Sest faza ¢ine ciklus
pod nazivom biogeokemijski ciklus dusika i ¢ine ga reakcije (slika 1) (Kuypers i sur., 2018):

o Anaerobna oksidacija amonijaka: NO, — NO — N,

o Amonifikacija: organski dusik — NH,

o Nitrifikacija: NH; - NO - NO; = NO3

o Denitrifikacija: NO; = NO;, —» NO — N,0 = N,

o Asimilacija: NO; —» NO, = NH; — organski dusik
o Fikisranje dusika: N, - NH;

Kako je proces fiksiranja dusika (proces nitratne disimilatorne redukcije do amonijaka (engl.
Dissimilatory Nitrate Reduction to Ammonium, DNRA) znacajno manje zastupljen od ostalih
Sest procesa konverzije dusika, on nije ukljucen u osnovni proces konverzije dusika (Kuypers i

sur., 2018).
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Slika 1. Biogeokemijski ciklus dusika (prema Kuypers i sur., 2018)

Oneciscenje vodenog okoliSa nitratom je u sve vecem porastu zbog rastu¢e populacije, i
posljedi¢no rastuce potrebe za vodom, hranom i energijom, kao i gnojivima i pesticidima, koji
na kraju zavrSavaju u okoliSu. Onecis¢enje nitratom izravno uzrokuje cvjetanje algi
(eutrofikacija) i neizravno ostecuje ljudsko zdravlje jer uzrokuje bolesti (tumori) (Wang i sur.,
2021). Osim nitrata, prisutnost nitrita u vodi za pice takoder je nepozeljna i Stetna. Njihova
prisutnost u izlaznoj vodi iz jedinica za biolosko uklanjanje hranjivih tvari (nutrijenata) u
uredajima za obradu otpadnih voda, pokazatelj je nepotpunog uklanjanja duSika (Oh 1
Silverstein, 1999b). Svjetska zdravstvena organizacija propisala je preporuc¢enu vrijednost NO2~
u vodi za pice od 3 mg/L, $to je ekvivalentno 0,9 mg/L nitritog dusika (NO2-N). Preporucena
vrijednost za NO3™ iznosi 50 mg/L, odnosno 11 mg/L kao nitratni dusik (NO3-N) (WHO, 2016).

Na uredajima za biolosku obradu otpadnih voda za uklanjanje dusSika primjenjuju se razni
procesi, i njihova kombinacija, kao §to su nitrifikacija — denitrifikacija, nitritacija — denitritacija,
anamoks. Na slici 2 su prikazani putevi transformacije dusika tijekom obrade otpadnih voda (Xi

i sur., 2022).
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Slika 2. Putevi dusika tijekom bioloske obrade otpadnih voda (prema Xi i sur., 2022)

Nitrifikacija (engl. autotrophic nitrification, AN) je aeroban autotrofan proces oksidacije
amonijaka preko nitrita (ovaj korak provodi skupina mikroorganizama koji se zovu amonijak
oksidirajucée bakterije (engl. Ammonia-Oxidizing Bacteria, AOB)) do nitrata (ovaj korak provodi
skupina mikroorganizama koji se zovu nitrit oksidirajuée bakterije (engl. Nitrite-
Oxidizing Bacteria, NOB)). AOB i NOB se skupa nazivaju nitrifikanti. Nitritacija je prvi korak
nitrifikacije, oksidacija amonijaka do nitrita. Nitratacija je drugi korak nitrifikacije, oksidacija
nitrita do nitrata. Denitritacija je denitrifikacija koja zapoCinje s redukcijom nitrita, a
denitratacija je denitrifikacija koja zapocCinju s redukcijom nitrata. Anamoks je kemoautotrofni
proces u kojem se nitrit reducira do NO, zatim kombinira s NH4" i tvori hidrazin, i zatim
konvertira do plinovitog duSika. Komamoks je potpuna oksidacija amonijaka do nitrata u
jednom organizmu. Nitrificiraju¢u denitrifikaciju (engl. nitrifier denitrification, ND) provodi
skupina mikroorganizma, amonijak oksidirajuc¢e bakterije, koje imaju sposobnost amonijak
oksidirati do nitrita, zatim reducirati nitrit do NO, N2O i moguée do N». Disimilatorna redukcija

nitrata do amonijaka je proces u kojem se nitrat reducira do amonijaka (ne konvertira se do

5



plinovitog dusika). Bakterije koje provode ovaj proces su sveprisutne u brojnim ekosustavima,
uklju€ujuci 1 otpadne vode (Xi 1 sur., 2022; Gerardi, 2002).

Za redukciju nitrata na raspolaganju su brojne metode: elektrokemija, ionska izmjena,
redukcija metala, te autotrofna denitrifikacija i heterotrofna denitrifikacija, a medu njima se kao
najucinkovitija metoda istice upravo heterotrofna (bioloska) denitrifikacija (Rezvani i sur., 2019;

Lu isur., 2014).

2.2. BIOLOSKA DENITRIFIKACIJA

Denitrifikacija je anoksi¢an proces koji se provodi djelovanjem heterotrofnih
denitrificiraju¢ih bakterija (Fernandez-Nava 1 sur., 2010) 1 odvija se u Cetiri koraka koja

kataliziraju Cetiri mikrobne reduktaze (slika 3) (Albina i sur., 2019).

2e” e e e
NO3s~ NO2~ NO (g) % N20 ()

%N
NAR NIR NOR N2OR :N2 (@)

Slika 3. Koraci denitrifikacije (prema Wang i sur., 2021)

U procesu denitrifikacije odvijaju se Cetiri uzastopna koraka (slike 3 i 4) (Hu i sur., 2020;
Pan i sur., 2019):

o redukcija nitrata (NO3-N) do nitrita (NO2-N) koju katalizira enzim nitrat reduktaza (engl.
Nitrate Reductase, NAR) kodirana genom nar

o redukacija nitrita do dusikovog monoksida (NO) koju katalizira enzim nitrit reduktaza
(engl. Nitrite Reductase, NIR) za koju kodira gen nir

o redukcija dusikovog monoksida do didusikovog oksida (N20) koju katalizira enzim
dusikov monoksid reduktaza (engl. Nitric Oxide Reductase, NOR) kodirana genom nor

o redukcija diduSikovog oksida do molekularnog dusika (N2) koju katalizira enzim
didusikov oksid reduktaza (engl. Nitrous Oxide Reductase, N2OR) koja je pod kontrolom

gena nosZ.



@@ Denitrifikacijska reduktaza
@ Jezgrarespiratornog lanca
— Prijenos elektrona

=== Prijenos molekula

kompleks

Unutarstani¢no

Slika 4. Shematski prikaz respiratornog lanca u procesu denitrifikacije (prema Albina i sur.,
2019)

Prijenos elektrona s molekule donora na molekulu akceptora, prilikom odvijanja reakcije
redukcije nitrata do nitrita, zajedno s respiratornim lancem kogenerira gradijent protona kroz
stani¢nu membranu bakterija, Sto se na kraju prevodi u energiju pohranjenu u obliku molekula
adenozin trifosfata (ATP) (slika 4) (Chen i Strous, 2013). Idu¢i korak u kojem se odvija redukcija
nitrita do dusikova monoksida, ograni¢ava brzinu denitrifikacije (Braker i sur., 2000). Ukoliko
su prisutne visoke koncentracije nitrita, gen nir je inhibiran, $to dovodi do smanjenja brzine
denitrifikacije nitrita kao i poveéanja emisije N2O uslijed inhibicije gena nosZ (Zhou i sur.,
2008).

Denitrifikacija je vazna iz tri razloga:

o denitrifikacija je vazan dio biogeokemijskog ciklusa duSika tijekom kojeg se
reaktivan dusik vrac¢a u atmosferu i odrzava globalna koli¢ina dusika (slika 1) (Mike,
2008)

o denitrifikacija, uz nitrifikaciju, je dio bioloskog uklanjanja nutrijenata i $iroko je

primijenjena u sustavima za biolosku obradu otpadnih voda (slika 2) (Grady i sur.,
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1999)
o bioloska denitrifikacija doprinosi staklenickim plinovima preko emisije N2O (slike
1-3) (IPCC, 2000).
Za procjenu izvedbe denitrifikacije koriste se slijedeci pokazatelji (Sage i sur., 2006):
o brzina denitrifikacije
o potencijal denitrifikacije
o brzina uklanjanja nitrata

o ucinkovitost uklanjanja nitrata

2.3. KINETIKA PROCESA DENITRIFIKACIJE

Kako bi se kvalitetno dizajnirao sustav za obradu otpadnih voda koji ¢e primjenjivati
denitrifikaciju kao dio sustava uklanjanja dusika potrebno je poznavati kinetiku ovog procesa.
Kineti¢ki modeli koriste se kako bi se ukazalo na promjene metabolizma mikroorganizama koji
¢ine zajednicu aktivnog mulja (Glass i Silverstein, 1998).

U anoksi¢nom okruzenju denitrificiraju¢i mikroorganizmi uz prisutnost organskog ugljika
koriste nitrat kao akceptor elektrona (Glass i Silverstein, 1998).

Ukoliko se kao izvor organskog ugljika koristi glukoza, reakcija se stehiometrijski moze
prikazati jednadzbom (1), prilikom ¢ega su nitrat i glukoza limitiraju¢i supstrati (Shah i
Coulman, 1978):

24NO3 + 5C¢ Hy, Og = 12N, + 24HC O3 + 6C0, + 18H,0 [1]

Veliki broj provedenih istrazivanja uglavnom je koristio mjeSovitu i pritom nedovoljno
dobro definiranu mikrobnu kulturu aktivnog mulja u kojoj dolazi do razlicitih interakcija
mikrobnih vrsta i supstrata kao i varijacija populacije mikroba u vremenu (Kornaros i sur.,
1996). Iz tog razloga modeliranje sustava temeljeno na ovakvim eksperimentima predstavlja
poteskoce 1 vrlo lako moze dovesti do kvara sustava. Kako bi razvili kineticki model koji ¢e
dovoljno dobro opisati temeljne principe bioloske denitrifikacije i odredili povezane kineticke
parametre, Kornaros i sur. (1996) koristili su ¢istu kulturu Gram negativne bakterije
Pseudomonas denitrificans u definiranom sintetskom mediju. Ova bakterija ima sposobnost

koristenja nitrata/nitrita kao krajnje akceptore elektrona u anok si¢nim uvjetima. Pretpostavljeno



je kako je kinetika denitrifikacije povezana s rastom stanica te je opisana Monodovim izrazom
s dva ogranic¢avajuca supstrata, krajnjim akceptorom elektrona i organskim ugljikom. Navedeni
model ima sposobnost predvidanja rasta biomase, brzine redukcije nitrata i nitrita te nakupljanja
intermedijera (Kornaros i sur., 1996).

De Filippis i sur. (2013) u uvjetima pH raspona 8 — 8,5 i koncentracije otopljenog kisika
(engl. Dissolved Oxygen, DO) manjoj od 0,5 mg/L opisali su kinetiku denitrifikacije (jednadzba

2) koja slijedi Monodov izraz za specificnu brzinu denitrifikacije:

Sn " Sc
Kar+Sn Ker+Se

Va = Varmax * [2]
gdje je: vgrmax specifiCna brzina denitrifikacije [mg NO3-N/g VSS (engl. Volatile Suspended
Solids, VSS; hrv. Hlapive suspendirane Cestice) d], S,, koncentracija nitrata [mg NOs-N/L], K,
Monodova konstanta za nitrate [mg NOz-N/L], S, koncentracija biorazgradivog organskog
supstrata [mg KPK/L], K. Monodova konstanta za ugljik [mg KPK/L].

Lin i sur. (2009) navode Monodov izraz (jednadzba 3) koji povezuje specifi¢nu brzinu rasta

denitrificiraju¢ih bakterija s koncentracijom nitrata:

SNo4

Up = Hpmax * T < [3]

Kp +SNO3
Jednadzba (3) se moze svesti na kinetiku nultog reda ako je Kp znatno manji od Sy, , a na
kinetiku prvog reda ukoliko je Sy, znatno manji od K.

U inZenjerstvu zaStite okoliSa, neto specifi¢na brzina rasta (p) mikroorganizama (jednadzba

4) obrnuto je proporcionalna vremenu zadrzavanja mulja (engl. Sludge Retention Time, SRT):

— =, [4]

SRT

Proces denitrifikacije jako je ovisan o koncentraciji organskog supstrata (donoru elektrona)
te otopljenom kisiku u sustavima za biolosku obradu otpadnih voda. Stoga, razmjerno
Monodovoj jednadzbi (3) predloZen je viSeparametarski kineticki model (jednadzba 5) kojim se

opisuje brzina uklanjanja nitrata procesom denitrifrikacije (Batchelor, 1982):



Snog S¢ 1
* *
KNO3 +SNO3 K:+S:. Ko+DO

[5]

ANo; = ANO;3 max *

2.4. MIKROORGANIZMI U PROCESU DENITRIFIKACIJE

Da bi bakterija bila okarakterizirana kao denitrifikant mora ispuniti sljedeca cetiri uvjeta.
Primarni uvjet je postojanje povecanog prinosa rasta zbog redukcije nitrata, nitrita ili duSikovog
oksida. Preostali kriteriji su: najmanje 80 % nitrata ili nitrita koje je mikroorganizam reducirao
mora se prevesti u plinoviti dusik i dusikov oksid, pretvorba nitrata u dusikov oksid i plinoviti
duSik mora se odvijati velikom brzinom, odnosno proces mora biti centralni za stani¢ni
intermedijarni metabolizam, a ne sporedna reakcija kojom se osigurava manji put za transport
elektrona. Posljednji uvjet je dokazana prisutnost citokroma cd ili disimilatorne nitrit reduktaze
u mikrobnim stanicama (slika 4) (Tate, 2000). Lu i sur. (2014) su mikroorganizme s
obzirom na sposobnost provodenja denitrifikacije svrstali u jednu od pet razli€itih
skupina:

o potpuni denitrifikanti — imaju sposobnost redukcije i nitrata i nitrita do plinovitog
dusika, poput primjerice Hyphomicrobium spp.

o denitrifikanti koji mogu denitrificirati isklju¢ivo nitrit — mogu reducirati nitrit do
plinovitog dusika, ali ne 1 nitrat

o nepotpuni denitrifikanti — reduciraju nitrat ili nitrit do intermedijata dusikovih oksida,
ali ne do plinovotog dusika, poput primjerice Methyloversatilis spp.

o denitrifikanti koji nepotpuno reduciraju nitrit — imaju sposobnost reducirati nitrit do
intermedijata duSikovih oksida, poput primjerice nekih sojeva Pseudomonas spp.

o nedenitrifikanti — nemaju sposobnost redukcije nitrata niti nitrita.

U sustavima za bioloSku obradu otpadnih voda se obi¢no nalaze mikroorganizmi koji imaju
razli¢ite denitrificiraju¢e sposobnosti i skupa doprinose sveukupnom uklanjanju dusSikovih
oksida (Lu i sur., 2014).

Sposobnost provodenja denitrifikacije karakteristika je rasprostranjena medu pripadnicima
domena bakterija te arhea, a istraZivanja utemeljena na 16sRNA pokazuju kako je raznolikost
kao 1 bogatstvo vrsta denitrificiraju¢ih mikroorganizama u otpadnim vodama relativno visoka,
Sto je prikazano na slici 5 (Throbéck, 2006). 1z denitrifikacijskih bioreaktora izolirane su
vrste rodova Hyphomicrobium, Paracoccus, Pseudomonas i Comamonas Koji

pripadaju koljenu Proteobacteria (Martineau i sur., 2013; Chakravarthy i sur., 2011;
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Gumaelius i sur., 2001; Su i sur., 2001). Neki od sojeva izoliranih iz stvarnih sustava
za denitrifikaciju otpadnih voda pripadali su rodovima Azoarcus, Zoogloea i
Comamonadaceae te je vecina njih bila dio koljena Proteobacteria (59 %) i
Bacteroidetes (16 %). Na slici 5 takoder se moze primijetiti kako su podklase a, B, v i

d znacajno zastupljenije u odnosu na podklasu e-proteobakterija (Zhang i sur., 2012).

Bacteria V-Proteobacleriﬁ

\ \ B-Proteobacteria 16%
\\\

Ty A
‘ /_., '
13%

Bacteroidetes

9% g9 5%

Chlorobi,
Verrucomicrobia,
%J:D Armatimonadetes
a0
a-Proteobacteria
Firmicutes Euryarchaeota
Chloroflexi
&-Proteobacteria A"Laea.
— 0.01

Slika 5. Filogenetsko stablo glavnih koljena bakterija za denitrifikaciju otpadnih voda
konstruirano metodom pridruzivanja na temelju 1003 parcijalne 16S rRNA sekvence (> 500
pb) preuzete iz GenBank (Lu i sur., 2014)

Zastupljenost i brojnost dominantnih populacija varira od jednog do drugog
postrojenja za bioloSku obradu otpadnih voda, ovisno o karakteristikama otpadne vode
kao supstrata te procesnim ¢imbenicima (Lu i sur., 2014).

Denitrificiraju¢e bakterije naziv je za veoma raznoliku skupinu fakultativnih anaerobnih
bakterija koje imaju sposobnost preusmjeravanja aktivnosti aerobne respiracije na anaerobnu u

kojoj je krajnji akceptor elektrona nitrat, nitrit i dusikov oksid, a ne kisik kao §to je to slucaj kod
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aerobne respiracije (Petri, 2000). Do preusmjeravanja aktivnosti na aerobnu respiraciju dolazi u
aerobnim uvjetima kod denitrifikanata zbog u¢inkovitosti ocuvanja Gibbsove slobodne energije.
Niska koncentracija otopljenog kisika i prisutnost nitrata su inicijatori denitrifikacije (Cua i
Stein, 2011).

Intermedijarni spojevi nastali tijekom denitrifikacije, NO2™ i NO, $tetni su za bakterije (Cua
1 Stein, 2011) te im se unutarstani¢ne koncentracije odrzavaju ispod citotoksi¢ne razine do mM
i nM (Chen i Strous, 2013).

U procesu s aktivnim muljem oko 80 % prisutnih bakterija spadaju u fakultativne anaerobne
organizme koji imaju sposobnost provodenja procesa denitrifikacije (Gerardi, 2002). Oko 130
denitrificirajucih bakterijskih vrsta je identificirano unutar preko 50 rodova, a neki od njih su:
Acetobacter, Achromobacter, Acinetobacter, Agrobacterium, Arthrobacter, Halobacterium,
Hyphomicrobium,  Kingella, = Methanonas, @ Moraxella,  Neisseria,  Axotobacter,
Chromobacterium, Corynebacterium, Denitrobacillus, Propionicbacterium, Rhizobium,
Rhodopseudomonas, Enterobacter, Escherichia, Spirillum, Thiobacillus, Xanthomonas
(Shapleigh, 2006).

Budu¢i da se inzenjerske prakse obrade otpadne vode uglavnom temelje na funkcioniraju
procesa u cjelini, umjesto identifikacije svih bakterija koje sadrZze skupinu gena za
denitrifikaciju, prikladnije je fokusirati se na predominantne organizme zasluzne za
denitrifikaciju (Fang i sur., 2019). Za analizu raznolikosti denitrificiraju¢ih bakterija
kvalificirano je nekoliko klju¢nih enzima koji su dio respiratornog puta (slika 4) disimilatorne
redukcije nitrata. Najvi$e pozornosti usmjereno je na membranski vezanu nitrat reduktazu (nar)
I periplazmatsku nitrat reduktazu (nap) te dvije nitrit reduktaze (nirK i nirS) (Petri, 2000).

Razliciti izvori ugljika doprinose uspostavljanju specifi¢ne strukture mikrobne zajednice.
Clanovi tih zajednica mogu imati razliGite afinitete za elektronske receptore te proizvoditi
razlicite koli¢ine Nox reduktaze, S§to posljedicno uzrokuje nakupljanje drugacijih

meduprodukata (Zhao 1 sur., 2020).

2.5. CIMBENICI BIOLOSKE DENITRIFIKACIJE

Uspjesnost provodenja procesa bioloSke denitrifikacije ovisi o brojnim ¢imbenicima. Neki
od vaznijih, koji kontroliraju funkciju denitrifikacijske zajednice su dodatni (vanjski) izvori

ugljika, omjer KPK/N, pH vrijednost, temperatura, DO (slika 6). Proucavani su njihovi utjecaji
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na ukupno uklanjanje nitrata, brzinu denitrifikacije te nakupljanje intermedijera (Lu i sur., 2014).

n|rK/16S\ nirk
temperatura 1 \........ nosZ/1
peratura . .f....) 0S /-GS detariol glukoza
..... / E acetat
Brzina narG/16S propionat Stanol
proizvodnje - . E :
nifriit . S el % C
....... B glicerol
e Brzina
pH proizvodnje Uéinkovitost
UéinkoVitost yd didusikovog proizvodnje
proizvodne——=\—_ > _ e oksida plinevtog
nitrita (%) nosZ : dusika (%)-..,
“*U&inkovitost
narG proizvodnje
‘ didusikovog
/ Omjer Udéinkovitost oksida (%)
KPKN ___  ulanjanja

nitrata (%o)

.
-"
-------

Slika 6. Mreza povezanosti operativnih parametara, u¢inkovitosti denitrifikacije, i
funkcionalnih denirtificiraju¢ih gena. Neprekinuta linija pokazuje pozitivnu vezu, a tockasta

linija negativnu vezu (P < 0,05) (prema Lee i sur., 2018)

2.5.1. Izvori ugljika

Za odvijanje heterotrofne denitrifikacije nuzna je prisutnost organskog izvora ugljika
(donora elektrona). lzvori ugljika za denitrifikaciju mogu se podijeliti u tri skupine:
biorazgradive organske sastojke prisutne u otpadnoj vodi, vanjske tj. dodatne izvore ugljika te
unutarstani¢ne rezerve ugljika kao §to su to polihidroksialkanoati (PHA) (Bernat i Wojnowska-
Baryta, 2007). Nizak omjer KPK/N te veliki utrosak KPK u prethodnim koracima obrade vode,
neki su od razloga zasto otpadna voda koja se obraduje ne sadrzi dovoljnu koncentraciju KPK
potrebnu za denitrifikaciju. U tim slucajevima poseze se za dodatkom vanjskih izvora ugljika,
poput acetata, glukoze, metanola, etanola, saharoze, octene kiseline i drugih (Carrera i sur.,
2004; sy i sur., 1998; Kimi sur., 1997; Btaszczyk i sur., 1981). Izbor vanjskog izvora ugljika

kljucan je za proces denitrifikacije (Cao i sur., 2020), a faktori koje je pritom potrebno uzeti u
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obzir su: cijena, brzina denitrifikacije, kinetika, stupanj iskoriStenja, proizvodnja mulja,
sigurnost prilikom rukovanja i skladistenja te sadrzaj nepozeljnih i toksi¢nih tvari (As@y i sur.,

1998).

2.5.2. Omjer KPK/N (C/N)

Za ucinkovito odvijanje denitrifikacije (slika 4) nuzno je osigurati odgovarajucu koli¢inu
organskih sastojaka (donora elektrona) pri ¢emu je potrebno voditi racuna da se doda ona
koli¢ina organskih sastojaka koja ¢e osigurati potpunu denitrifikaciju nitrata/nitrita i da nakon
procesa denitrifikacije u obradenoj vodi ne zaostaju organski sastojci (omjer C/N) jer u
protivnom zaostali organski sastojci predstavljaju sekundarno oneciS¢enje 1 zahtijevaju dodatne
stupnjeve obrade vode da bi se postigla zakonom zahtijevana kakvoca vode za ispust u
povrsinske vode odnosno u sustav javne odvodnje (prevelik omjer C/N). Ukoliko nema dovoljno
organskih sastojaka za potpunu denitrifikaciju, tada ¢e se svi organski sastojci utrositi tijekom
denitrifikacije i u obradenoj vodi ¢e biti prisutni zaostali nitrati/nitriti, §to takoder zahtijeva
dodatne stupnjeve obrade vode do postizanja zadovoljavajuce kvalitete obradene vode (premali
omjer C/N) (Wang i sur., 2021).

KPK/N znacajno utjece na aktivnost biomase (slika 6) (Ruiz i sur., 2006). Xia i sur. (2010)
su pracenjem sastava 1 dinamike populacije denitrificiraju¢ih bakterija uocili pozitivhu
korelaciju izmedu omjera KPK/N i mikrobne raznolikosti. Zamije¢eno je povecanje kapaciteta
denitrifikacije s povecanjem KPK/N u anoksi¢nim uvjetima bioreaktora koji je obradivao
procjedne vode. Korelacija ova dva parametra poklapa se s pomakom primarnih denitrifikanata
s autotrofnih Thiobacillus vrsta na heterotrofne Azoarcus spp. (Sun i sur., 2012).

Provedena su razna istrazivanja koja su dala razlicite vrijednosti optimalnih omjera KPK/N
koristeci razlicite dodatne izvore ugljika. Za uklanjanje ukupnog dusika putem denitrifikacije u
istrazivanju koje su proveli Carrera i sur. (2004) gdje je kao dodatni izvor ugljika koristen
etanol, optimalani KPK/N iznosio je 7,1. Kim i sur. (1997) izvijestili su o vrijednosti omjera
KPK/N od 7,06 koristenjem saharoze kao dodatnog izvora ugljika dok je vrijednost navedenog
omjera uz dodatak octene kiseline prema Btaszczyk i sur. (1981) bila 5,74. Stoga se optimalni
omjer C/N, odnosno KPK/N potreban za proces denitrifikacije s ciljem obrade odredene otpadne
vode pod posebnim uvjetima mora odrediti eksperimentalno (Chiu i Chung, 2003).

Ovisno o odabranom izvoru ugljika mijenja se minimalan potreban omjer C/N za potpunu
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denitrifikaciju, kao §to je prikazano na primjerima kada su kao izvori ugljika koristeni saharoza,

octena kiselina i metanol (Boaventura i Rodrigues, 1997) (jednadzbe 6-8):

C12Hy,01, + 48NO; — 24N, + 60C0, + 480H™ [6]
5CH;COOH + 8NO; — 4N, + 6H,0 + 10C0, + 80H™ [7]
5CH;OH + 6NO; — 3N, + 7H,0 + 5C0, + 60H™ [8]

U prisutnosti plinovitog dusika nastalog denitrifikacijom zajedno s organskom tvari, moze
se odvijati metanogeneza i DRNA, a omjer KPK/N klju¢an je u regulaciji ekspresije navedenih
metabolickih puteva. Istrazivanje je pokazalo kako niski omjeri dovode do velike aktivnosti
denitrifikacije dok visoke vrijednosti KPK/N utjecu na povecanje metanogene aktivnosti (Ruiz

i sur., 2006).

2.5.3. pH vrijednost

Osim §to je vazan ¢imbenik o kojem ovisi cjelokupno uklanjanje dusika i1 denitrifikacijska
aktivnost, pH vrijednost utjee na sukcesiju strukture kao i raznolikost zajednice
mikroorganizama (Wang i sur., 2012). Denitrifikacija nije toliko osjetljiva na varijacije pH u
rasponu od 6,5 — 8,5. U pokusima provedenima u denitrificiraju¢em reaktoru s fluidiziranim
slojem doslo je do pomaka sastava mikrobnih zajednica na povec¢anu raznolikost i ujednacenost
kada je pH vrijednost smanjena s preko 9,0 na optimalni raspon 6,5 — 7,5; odredeno pomoc¢u
filogenetske analize (Hwang i sur., 2006). Vrijednost pH ima bitnu ulogu u nakupljanju nitrita
prilikom denitrifikacije budu¢i da utjeCe na aktivnost enzima (Zhou i sur., 2007). Glass i
Silverstein (1998) zamijetili su inhibiciju denitrifikacije pri pH vrijednosti izmedu 6,5 — 7.
Postupnim povecanjem vrijednosti pH sa 7,5 na 9 postupno se povecavala i akumulacija nitrita.
Jie (2006) je proucavajuci denitrifikaciju u anoksi¢nim uvjetima s piridinom kao izvorom ugljika
pokazao da se koncentracija akumuliranog nitrita poveca s porastom pH od 6,5 na 9,5. Suprotni
trend zamijetili su Thomsen i sur. (1994) prilikom denitrifikacije koristeci bakteriju Paracoccus
denitrificans. U ovom slucaju, nitrat se akumulirano do koncentracije od 40 uM pri pH 8,5; a
koncentracija od 250 uM dosegnuta je smanjenjem pH na 5,5. Na temelju navedenih rezultata
razlicitih istrazivanja vidljivo je da se ucinci vrijednosti pH na akumulaciju nitrita tijekom

denitrifikacije razlikuju (Cao 1 sur., 2013). Albina i sur. (2019) isti¢u kako je optimalni pH za
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bakterijsku aktivnost izmedu 7,5 1 9,5, a maksimalne grani¢ne vrijednosti do kojih odredene
alkalifilne bakterije provode denitrifikaciju su oko pH 11,5 do 12. Alkalno okruzenje izvan
optimalnog raspona pH uzrokuje usporavanje denitrifikacije i nakupljanje nitrita, §to moze
inhibirati bakterijsku aktivnost i na kraju dovesti do smrti stanice. Mikrobna denitrifikacija,
heterotrofna ili hidrogenotrofna, uvijek je ostvarena uz nastajanje OH™ iona, koji mijenja pH

okoline ukoliko se reakcija ne provodi u puferiranom mediju (Albina i sur., 2019).

2.5.4. Temperatura

Temperaturni optimum za provodenje denitrifikacije krece se izmedu 20 — 30 °C. Rast
temperature i brzina denitrifikacije u proporcionalnom su odnosu. Do inhibicije denitrifikanata
dolazi pri temperaturama ispod 5 °C. Za kompenzaciju smanjenja brzine denitrifikacije pri nizim
temperaturama primjenjuje se poveéanje koncentracije mikrobne biomase (Gerardi, 2002).
Saleh-Lakha i sur. (2009) usporedili su utjecaj vrijednosti pH i temperature pomo¢u RT-PCR-a
(engl. Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) na ekspresiju gena nirS i
nirB u denitrifikacijskih baterija. Uoceno je kako je temperaturni utjecaj znacajniji s obzirom da
razlike u razinama ekspresije navedenih gena pri pH 6 — 8 nisu bile znacajnije. Bakterije
uzgajane na 30 °C imale su puno vecu ekspresiju nirS i nirB od onih uzgajanih na 10 ili 20 °C
(Saleh-Lakha i sur., 2009).

2.5.5. Koncentracija otopljenog kisika (DO)

U procesu razgradnje organske tvari, kisik je isplativiji akceptor elektrona jer je koli¢ina
energije proizvedene aerobnom respiracijom veca u odnosu na anoksi¢ne/anaerobne uvjete.
Koncentracija kisika veéa od 0,2 mg O/L uzrokuje pad denitrifikacijske aktivnosti i
akumulaciju dusikovih intermedijera (Oh i Silverstein, 1999a). Prisutnost kisika dovodi do
inhibicije ekspresije i aktivnosti reduktaza koje kataliziraju denitrifikacijske reakcije, prilikom
Cega je nitrat reduktaza osjetljivija na prisutnost otopljenog kisika u odnosu na nitrit reduktazu
¢iji je inhibitorni prag tolerancije na Kkisik 2,5 mg DO/L (Koérner i Zumft, 1989). Visoke
koncentracije otopljenog kisika djeluju inhibiraju¢e na reduktazu dusikova oksida, $to dovodi
do nepozeljnog nakupljanja N.O (Sabba i sur., 2017). U prisutnosti dovoljne koli¢ine kisika,

flokule aktivnog mulja veée od 100 um imaju dovoljnu veli¢inu da unutar njih dode do stvaranja
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gradijenta koncentracije otopljenog kisika. U tim uvjetima kroz flokulu se stvaraju razli¢ite zone
u kojima bakterijske stanice koriste kisik, nitratne i nitritne ione kao akceptore elektrona.
Bakterije smjestene uz povrSinu flokule za respiraciju koriste otopljeni kisik dok one u
sredi$njem dijelu flokule koriste nitratne i nitritne ione (Gerardi, 2002). Zhang i Zhang (2018)
proveli su istrazivanje utjecaja koncentracije otopljenog kisika na u¢inkovitost uklanjanja nitrata
procesom denitrifikacije pri tri razli¢ita uvjeta: aerobnim, anoksi¢nim te niskoj koncentraciji
otopljenog kisika. Kao izvor ugljika koriStena je biorazgradiva plastika sastavljena od 60 %
Skroba i 30 % polipropilena. Anoksi¢ni uvjeti dali su najbolje rezultate od 98 % uklanjanja
nitrata. Pri niskoj koncentraciji otopljenog kisika u¢inkovitost je iznosila > 97 % dok su aerobni

uvjeti dali rezultate od > 65 % uklanjanja nitrata (Zhang i Zhang, 2018).

2.6. UKLANJANJE DUSIKA PREKO NITRITA

Na uredajima za biolosku obradu otpadnih voda se uobicajeno primjenjuje kombinacija
procesa nitrifikacije i denitrifikacije, dakle, oksidacija amonijaka do nitrita, i zatim do nitrata
(potpuna nitrifikacija) u aerobnim uvjetima, i denitrifikacija od nitrata preko nitrita dalje do
plinovitog dusika u anoksi¢nim uvjetima uz izvor organskog ugljika kao donora elektrona. Na
troSak aeracije na uredajima za biolosku obradu otpadnih voda odlazi ¢ak i do 75 % troska
energije. Kako je nitrit intermedijer i u procesu nitrifikacije i u procesu denitrifikacije, onda bi
se uklanjanje dusika moglo provoditi preko nitrita, umjesto preko nitrata. Uklanjanjem dusika
preko nitrita mogucée je ostvariti 25 % nizi utroSak kisika tijekom aerobnog stupnja, i predstavlja
60 % ustede energije. Takoder, potreba za donorom elektrona tijekom anoksi¢nog stupnja je
manja i do 40 %. Dodatna prednost je to $to je brzina denitrifikacije nitrita 1,5 — 2 puta veca od
brzine denitrifikacije nitrata. Nadalje, emisija CO: je manje za 20 %. Konac¢no, ostvaruje se
manja proizvodnja mulja 33 — 35 % tijekom procesa nitrifikacije i 55 % tijekom procesa
denitrifikacije (Glass i sur., 1997; Surmacz-Gérska i sur., 1997; Turk i Mavinic, 1987).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. RADNI MIKROORGANIZMI - MIKROBNA KULTURA AKTIVNOG MULJA

Pokusi u ovom radu su napravljeni s mikrobnom kulturom aktivnog mulja (slika 7). Mulj je
uzet iz aerobnog bazena bioreaktora s uredaja za biolosku obradu otpadne vode grada. Po
dopremanju mulja u laboratorij, mulj je podvrgnut naizmjeni¢nim aerobnim i anoksi¢nim
uvjetima za provodenje nitrifikacije i denitrifikacije. Aktivni mulj je aklimatiziran na natrijev
acetat kao izvor ugljika (sintetsku otpadnu vodu). Sarznim testovima je pokazano da aktivni
mulj ima sposobnost provodenja nitrifikacije i denitrifikacije, $to upuéuje na prisustvo
mikrobnih skupina odgovornih za te procese, nitrifikante i denitrifikante. Pokusi su provedeni s

3+0,29g MLSS/L. MLSS se koristi kao mjera koncentracije aktivnog mulja.

Slika 7. Mikrobna kultura aktivnog mulja koristena u pokusima denitrifikacije

3.2. SINTETSKA OTPADNA VODA

U pokusima denitrifikacije koriStena je sintetska otpadna voda koja je pripremljena
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otapanjem soli u destiliranoj vodi. Kao jedini izvor ugljika je uporabljen natrijev acetat
bezvodni, NaC;H30 (GRAM-MOL), dodan u odgovarajucoj koncentraciji za odabrane pocetne
omjere C/N 1, 2, 3 i 4. Pokusi denitrifikacije su provedeni s nitritom kao akceptorom elektrona
s pocetnih 70 £ 5 mg NO>-N/L. Otopina nitrita je priredena otapanjem NaNO» (Merck) u
destiliranoj vodi. Pokusi su zapoceli s po¢etnih 0 mg NO3z-N/L.

Aktivni mulj uporabljen u pokusima denitrifikacije je bio aklimatiziran na koncentraciju 70
+5 mg NO2-N/L te su tijekom vremena namnozene mikrobne vrste koje mogu tolerirati i koristiti

toliku koncentraciju nitrita.

3.3. KORISTENA APARATURA U POKUSIMA DENITIFIKACIJE

Pokusi su provedeni u laboratorijskim ¢agama volumena 600 mL, radnog volumena 500 mL.
Case su postavljene na magnetske mijesalice (IKA RH basic 2) pri 100 o/min za osiguravanje
anoksi¢nih uvjeta i za mijesanje reaktorskog sadrzaja ¢ime se osigurao kontakt mikroorganizama
i sintetske otpadne vode. Iz roditeljskog reaktora je uzet mulj prilagoden na acetat kao izvor
ugljika 1 nitrit kao akceptor elektrona i1 stavljen u laboratorijske ¢aSe. U ¢aSe su uronjene
elektrode za odredivanje temperature, vrijednosti pH i otopljenog kisika, ¢ije su se vrijednosti
oCitavale s mjernog aparata. Pokusi su vodeni pri koncentraciji otopljenog kisika 0,1-0,2 mg
DO/L i sobnoj temperaturi. Pokusi su vodeni pri po¢etnih 70 £ 5 mg NO2-N/L i 0 mg NOs-N/L.
Sav nitrit je dodan na pocetku pokusa u jednom pulsu. Tijekom pokusa vrijednost pH i
temperatura su motrene, nisu korigirane.

Svi pokusi su napravljeni u tri ponavljanja i prikazani rezultati predstavljaju srednju

vrijednost * standardna devijacija.

3.4. ANALITICKE METODE

Tijekom pokusa motreni su pH vrijednost, koncentracija otopljenog kisika i temperatura pH
elektrodom (SenTix41, WTW 330i) i kisikovom elektrodom (DurOx, WTW Oxi3210). Takoder
su tijekom pokusa uzimani uzorci mijesane tekuéine za odredivanje koncentracije MLSS, KPK,
NO3z-N i NO2-N. Svi su uzorci filtrirani kroz grubi filter papir veli¢ine pora 0,45 um osim uzorka
za odredivanje MLSS (slika 8).
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Slika 8. Uzorak za analizu KPK, NH4-N, NO3-N, NO2-N i PO4-P

3.4.1. Odredivanje koncentracije nitrata (NO3-N)

Koncentracija nitrata je odredivana pomocu Kivetnih testova Merck Spectroquant 1.14773.
Metoda se temelji na reakciji nitratnih iona u sumpornoj kiselini s derivatom benzojeve kiseline

pri ¢emu nastaje nitro spoj crvene boje koji se odreduje fotometrijski.

Postupak:
U staklenu kivetu otpipetira se 1,5 mL uzorka i Zli¢ica NO3-1 reagensa. Kiveta se dobro

zatvori i mijeSa zbog otapanja reagensa. Nakon toga doda se 5 mL koncentrirane sumporne
kiseline, zatvori kiveta i promijesa. Nakon reakcijskog vremena od 10 minuta ocita se

koncentracija nitrata na spektrofotometru (Spectroquant VEGA 400, Merck) izrazena u mg/L.

Pribor:
Kivetni testovi Merck Spectroquant 1.14773 (raspon koncentracije 0,2 — 20 mg NO3-N/L)

Staklene kivete s cepovima
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Pipete
Kvarcne kivete promjera 10 mm, Merck

Spektrofotometar

3.4.2. Odredivanje koncentracije nitrita (NO2-N)

Za odredivanje koncentracije nitrita uporabljeni su kivetni testovi Merck Spectroquant
1.14776. Metoda je analogna EPA 354.1, US Standardnim metodama 4500-NO2'B, i EN 26 777.
Temelj metode je reakcija nitrita sa sulfanilnom kiselinom pri ¢emu nastaje diazonijeva sol, koja
reagira s N-(1-naftil) etilendiamin dihidroklorom i nastaje crveno-ljubicasta azo boja. Intenzitet

obojenja se odreduje spektrofotometrijski.

Postupak:
U staklenu kivetu otpipetira se 5 mL uzorka i doda jedna Zlicica reagensa NO»-1. Kiveta se

zatvori 1 mijeSa do otapanja reagensa. Nakon reakcijskog vremena od 10 minuta izmjeri se

koncentracija nitrita na spektrofotometru (Spectroquant VEGA 400, Merck) izrazena u mg/L.

Pribor:

Kivetni testovi Merck Spectroquant 1.14776 (raspon koncentracije 0,002 — 1 mg NO2-N/L)
Staklene kivete s cepovima

Pipete

Kvarcne kivete promjera 10 mm, Merck

Spektrofotometar

3.4.3. Odredivanje kemijske potrosnje kisika (KPK)

Koncentracija organskih sastojaka izrazena je kao KPK vrijednost. Koncentracija KPK je
odredivana titrimetrijski prema Standardnim Metodama (APHA, 2005), po metodi 5220C
(Closed Reflux, Titrimetric method).

Uzorak se spaljuje u kiseloj sredini pri ¢emu srebro sulfat, Ag,SO4 (Kemika), sluzi kao
katalizator, i zivin sulfat, HgSO4 (Kemika), se dodaje da bi se sprijecila interferencija nekih
anorganskih spojeva, primjerice kloridi. SuviSak kalijeva bikromata, K>Cr,O; (Kemika), se
titrira otopinom feroamonijeva sulfata, (NH4)2Fe(SO4)2x6H20 (Kemika), FAS, uz dodatak
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feroina, 1,10-fenantrolinij-klorid monohidrat (Kemika) kao indikatora, prikazano jednadzbom
9):
6Fe?t + Cr,05~ + 14H* - 6Fe3* + 2Cr3* + 7H,0 [9]

Postupak:

U staklenu pipetu otpipetira se 2 mL uzorka, doda se 1,2 mL otopine KoCr207 + HgSOa, i
2,8 mL otopine Ag2SO4 + H2SOs4 (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, Hirschman-
Laborgerate) 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 1 slijepa proba, s razlikom da se uzorak ne spaljuje. Faktor otopine se
rac¢una prema jednadzbi (10):

1,2
B Veas

f [1]

gdje je 1,2 volumen otopine KoCr,07 + HgSO4 (ML), a Vtas volumen FAS otopine utroSene za

titraciju (mL).

KPK vrijednost se raCuna prema jednadzbi (11):

= [2]

Vuzorka

mgO Vi —V,)xcxfx8000
KPK[ g 2] A ) f

gdje je Vi volumen FAS utrosen za filtraciju slijepe probe (mL), V> volumen FAS utro$en za
titraciju uzorka (mL), ¢ koncentracija FAS (0,1 mol/L), a f faktor otopine FAS.

Pribor:

Staklene kivete s Cepovina
Pipete

Digestor

Dispenzeri

Titrator
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3.4.4. Odredivanje MLSS

Koncentracija aktivnog mulja izraZena je kao MLSS, a odreduje se na nacin da se izrauna
razlika filter papira s talogom aktivnog mulja i Cistog 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 nac¢in da je uzet
poznati volumen homogene suspenzije aktivnog mulja i filtriran kroz Cist, osusen i prethodno
izvagan filter papir. Filter papir s uzorkom aktivnog mulja je susen na 105 °C do konstantne
mase, 1 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, podijeljeno s volumenom uzete suspenzije aktivnog mulja dobije se koncentracija
aktivnog mulja, izrazene u g/L.

Formula (12) za racunanje MLSS:

g Mom — My
MLSS =] = —— X 1000 3
[L] mL uzorka 3]

gdje je mom masa osusenog filter papira s uzorkom aktivnog mulja (g), ms masa Cistog osusenog

filter papira (g), a mL uzorka volumen suspenzije aktivnog mulja.

Pribor:

Pipeta

Lijevak

Casica

Osuseni i izvagani filter papir
Susionik

Eksikator

3.4.5. Odredivanje koncentracije otopljenog kisika
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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 tekucinu i koncentracija

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

3.4.6. Odredivanje vrijednosti pH

Za odredivanje vrijednosti pH koristen je pH metar (WTW 330i) 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).

3.4.7. Odredivanje temperature
Tijekom pokusa temperatura je motrena ocitavanjem sa zaslona uredaja pomocu

temperaturnog senzora na pH elektrodi (WTW 330i i SenTix 41) i kisikovoj elektrodi (WTW

0xi3210 1 DurOx) uronjenih u mijeSanu tekucinu.

3.4.8. Izracun slobodne nitritne kiseline (FNA)

Slobodna nitritna Kiselina (engl. Free nitrous acid, FNA) se racuna prema jednadzbi (13):
(Anthonisen i sur., 1976).

mg

Nl (=1®
FNA (%) = W [13]
e273+T(C)x 1 gPH

3.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti (x) pojedina¢nog parametra i izraunato je

prema jednadzbi (14):
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_ 1
x = ﬁzliv=1xi [14]

Pripadajuce standardne pogreske S; su izraCunate prema jednadzbi (15):

[ 2(xi—x)?
Se = \I N(N-1) [15]

Pri ¢emu je N=ukupan broj mjerenja, xi=pojedinacne vrijednosti mjerenja.

Statisticki znacajnim smatraju se razlike za koje je stupanj vjerojatnosti p < 0,05.

Za statistiCku analizu koristen je Microsoft Excel 2011 (Redmond, Sjedinjene Ameicke
Drzave) 1 StatSoft Statistica 7.0 (Tulsa, Sjedinjene Americke Drzave). Dobiveni podaci su
izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija srednje vrijednosti. ViSestruka usporedba

provedena je ANOVA analizom varijance s odredenim intervalom pouzdranosti p < 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Denitrifikacija preko nitrita (denitritacija) ima prednosti u uklanjanju dusika iz otpadne vode
u odnosu na uklanjanje dusika preko nitrata jer se ostvaruju ustede u potrebnoj koli¢ini organskih
sastojaka za denitrifikaciju (nije potreban organski ugljik za redukciju nitrata do nitrita), koli¢ini
otopljnog kisika (jer se amonijak tijekom nitrifikacije oksidira do nitrita a ne do nitrata), kao i
manja proizvodnja mikrobne biomase (Glass i sur., 1997; Surmacz-Gorska i sur., 1997; Turk i
Mavinic, 1987). Ipak, uklanjanje dusika preko nitrita je izazovno jer je nitrit inhibitor brojnih
skupina mikroorganizama prisutnih u aktivnom mulju (Lu i sur., 2014; Gerardi, 2002; Glass i
sur., 1997; Anthonisen i sur., 1976). Pokazano je da je nedisocirana nitritna kiselina (HNOy), ili
slobodna nitritna kiselina (FNA), uzrok nitritne inhibicije, a prag inhibicije je u ovisnosti o
mikrobnoj kulturi, vrijednosti pH i dostupnosti ugljika (Glass i sur., 1997). Koncentracija
slobodne nitritne kiseline je u ovisnosti o vrijednosti pH, koncentraciji nitrita i temperaturi. Sto
je vrijednost pH niza to se ravnoteza izmedu NO2 i HNO, pomice prema HNO2, i obrnuto
(Gerardi, 2002; Anthonisen i sur., 1976).

Cilj ovog rada bio je istraziti denitritaciju visoke pocetne koncentracije nitrita, 70 = 5 mg
NO2-N/L, s acetatom kao izvorom ugljika pri omjerima C/N 1, 2, 3 i 4. Sav nitrit je dodan na
pocetku pokusa u jednom pulsu. Pokusi su vodeni u anoksi¢nim uvjetima pri 3 +0,2 g MLSS/L.
Kontakt mikroorganizama aktivnog mulja i otpadne vode je osiguran mijeSanjem na magnetskoj
mijeSalici.

Rezultati su prikazani na slikama 9-16: promjene vrijednosti KPK su prikazane na slici 9,
dinamika kretanja nitrita na slici 10 i pripadajuce vrijednosti FNA na slici 11, koncentracije
nitrata tijekom pokusa na slici 12, kretanja vrijednosti pH, temperature i koncentracije
otopljenog kisika na slikama 13, 14 i 15. Brzina uklanjanja nitrita i KPK, kao i omjer utrosene

koli¢ine KPK za redukciju nitrita su prikazani na slici 16.
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Slika 11. Promjene vrijednosti FNA (engl. Free nitrous acid, FNA, hrv. Slobodna nitritna
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Slika 13. Promjene vrijednosti pH u pokusima denitritacije pri omjerima C/N 1,2,31i 4
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Slika 14. Promjene vrijednosti temperature u pokusima denitritacije pri omjerima C/N 1, 2,
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Slika 15. Promjene vrijednosti DO (engl. Dissolved Oxygen, DO, hrv. Otopljeni kisik) u

pokusima denitritacije pri omjerima C/N 1, 2,314

120 - - 10
—~ B 8
-
S 80 1 =
£ 6 3
z é = rKPK
- - 4
g 40 4 < mrN
X , = AKPK/AN
O = T T T » O
1 2 3 4

CIN
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Za odvijanje denitritacije potrebno je osigurati dovoljnu koli¢inu donora elektrona
(organskih sastojaka) denitrifikantima za redukciju nitrita. U ovim pokusima su istrazeni omjeri
CIN 1, 2, 314 kojima su odgovarale po¢etne koncentracije KPK 162 mg KPK/L, 281 mg KPK/L,
404 mg KPK/L i 539 mg KPK/L (slika 9).

Pri omjeru C/N 1 nije bilo dovoljno organskih sastojaka za potpunu denitritaciju. Uklonjeno
je 79 % KPK pri brzni 102,4 mg KPK/Lh (slike 91 16). Povecanje omjera na C/N 2 takoder nije
osiguralo dovoljnu koli¢inu organskih sastojaka za potpunu denitritaciju. Pri omjeru C/N 2
uklonjeno je 86 % KPK pri brzini 107,6 mg KPK/Lh. Omjer C/N 3 je rezultirao potpunom
denitritiacijom, medutim, preostalo je 139 mg KPK/L u obradenoj vodi, §to je vise od
dozvoljenih 125 mg KPK/L za ispust u povrsinske vode (Pravilnik, 2020). Pri omjeru C/N 3
uklonjeno je 65,6 % KPK pri brzini 106 mg KPK/Lh. Vjerojatno je minimalan potreban omjer
C/N za potpunu denitritaciju 70 £ 5 mg NO2-N/L izmedu 2 i 3. Pri omjeru C/N 4 takoder je
postignuta potpuna denitritacija medutim 1 u ovom slucaju je preostalo organskih sastojaka u
obradenoj vodi, 277 mg KPK/L. Pri omjeru C/N 4 uklonjeno je 48,6 % KPK pri brzini 104,8 mg
KPK/Lh. Prilikom denitrifikacije potrebno je dodati minimalnu potrebnu koli¢inu organskih
sastojaka za potpunu denitrifikaciju 1 da po zavrSetku procesa u obradenoj vodi ne preostane
organskih sastojaka. Nedovoljna koli¢ina organskih sastojaka u procesu denitrifikacije rezultira
uklanjanjem organskih sastojaka i preostalom koli¢inom nitrita (nitrata). Suprotno, prevelika
koli¢ina organskih sastojaka rezultira potpunom denitrifikacijom i preostalim organskim
sastojcima. U oba sluc¢aju su potrebni dodatni procesi za uklanjanje preostalih nitrata/nitrita,
odnosno organskih sastojaka kako bi obradena voda svojom kvalitetom zadovoljila zakonske
propise za ispust u povrsinske vode.

Izracunata teoretska optimalna vrijednost C/N za denitrifikaciju s acetatom kao izvorom
ugljika i nitratom kao akceptorom elektrona iznosi 3,74 (Matéju i sur., 1992). Lee i sur. (2018)
su postigli potpunu denitrifikaciju pri omjerima C/N 5, 14 i 12,85 takoder s acetatom kao
izvorom ugljika. Taj visi potrebni omjer C/N su objasnili kompeticijom s drugim heterotrofima
za organske sastojke (Lee i sur., 2018).

Izvori ugljika se mogu podijeliti na tekuce izvore ugljika (komercijalni izvori ugljika i tekuci
nusproizvodi fermentacije otpada bogatog na ugljiku) i1 izvore ugljika u Cvrstoj fazi
(biorazgradivi organski polimeri i biomasa bogata na ugljiku u ¢vrstoj fazi). U komercijalne
izvore ugljika se ubrajaju, izmedu ostalih, acetat, etanol, metanol, octena kiselina. KoriStenje

tekuceg izvora ugljika ima prednost jer tekuca faza omogucava kratak lag period i odvijanje brze
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denitrifikacije. Tekuc¢i nusproizvodi fermentacije otpada bogatog na ugljiku se uglavnom sastoje
od organskih spojeva niske molekulske mase (alkoholi, organske kiseline, anorganske soli),
Secera (glukoza, saharoza, fruktoza) i fermentacijske otopine (fermentacijska tekucina od
taloZenja mulja s uredaja za biolosku obradu otpadnih voda, otpatci hrane, reciklirajuca otpadna
voda od otpadaka hrane, ¢vrsti otpad mariklture, otpadna voda od soje i tako dalje) (Wang i sur.,
2021).

Od vanjskih dodanih izvora ugljika najée$¢i je metanol (Cherchi i sur., 2009). Kada se
denitrifikacija provodi s metanolom kao izvorom ugljika, potrebna je skupina mikroorganizama
koja se naziva metilotrofne bakterije (Mokhayeri i sur., 2006). U denitrificiraju¢im reaktorima s
metanolom kao izvorom uglika identificirane su populacije povezane s Methylophilus,
Paracoccus, Methyloversatilis i Hyphomicrobium spp., koje pripadaju -Proteobacteria (Lu i
sur., 2014). Prednost koriStenja metanola kao izvora ugljika za denitrifikaciju je njegova
dostupnost, povoljna cijena, nisko iskoristenje mulja, nizak potencijal emisije hlapivog
organskog ugljika te nedostatak dusika i fosfora. Nedostatak metanola je visoka operativna
cijena i cijena odrzavanja u velikim uredajima za biolosku obradu otpadnih voda (Swinarski i
sur., 2009). Drugi nedostatak metanola je njegova potencijalna toksi¢nost (Mohseni-Bandpi i
sur., 2013). Stehiometrijski, tijekom asimilacije metanola dolazi do znacajnog gubitka energije
pa metilotrofni denitrifikanti imaju nize iskoriStenje biomase u odnosu na denitrifikante na
drugim izvorima ugljiika (McCarty, 2007). S acetatom kao izvorom ugljika se postize visa
brzina denitrifikacije nego s metanolom (Cherchi i sur., 2009).

Denitrifikanti koji koriste acetat kao izvor ugljika su usko povezani s Comamonas,
Acidovorax i Thauera spp. unutar obitelji Comamonadaceae i Rhodocyclaceae (Osaka i sur.,
2006; Ginige i sur., 2005). Populacija koja moze koristiti acetat kao izvor ugljika za
denitrifikaciju je pronadena u originalnom denitrificiraju¢em mulju koji nije bio obogacen niti S
jednim izvorom ugljika (Lu i sur., 2014).

Fermentacijski produkti, otpadne vode industrije 1 agrikulture su takoder moguci izvori
ugljika. Njihovom fermentacijom nastaju hlapive masne kiseline, mlije¢na kiselina i alkoholi, te
stoga predstavljaju ekonomsku i ekolosku prednost za vanjske dodane izvore ugljika, jer se
njihovom uptrebom u isto vrijeme smanjuje koli¢ina otpada i obraduje otpadna voda bogata na
nitratu (Wang i sur., 2021).

lako oksidacijsko stanje izvora ugljika ima niski utjecaj na sintezu denitrificiraju¢ih

reduktaza, razina ekspresije ugljikovih oksidaza znacajno varira u ovisnosti o vrsti ugljika (Lu i
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sur., 2011). Iz tog razloga je razlika u kinetici denitrifikacije posljedica neravnoteze izmedu
cjelokupne opskrbe elektronima i brzini potrosnje. Akumulacija intermedijata denitrifikacije
(nitrita, NO i N20O) se dogada zbog natjecanja za dostupne elektrone izmedu Cetiri duSikove
reduktaze (NAR, NIR, NOR i N2OR) (Pan i sur., 2012). Kako je brzina obrtaja elektrona od
NIR niza od NAR, nitrat se brze reducira od nitrita pa dolazi do akumulacije nitrita u slucajevima
nekih izvora ugljika, poput otpada biodizela, ili ukoliko nema dovoljno donora elektrona, pa je
jo§ izrazenija kompeticija za elektrone izmedu NAR i NIR (Uprety, 2013; Oh i Silverstein,
1999b).

Izvor ugljika za denitrifikaciju ima potencijalno snazniji u¢inak na strukturu denitrificirajuce
zajednice od drugih ¢imbenika poput primjerice omjera C/N i akceptora elektrona zato §to
organski ugljik i energetski metabolizam s razli¢itim putevima ¢ine osnovu populacije
heterotrofa (Lu i sur., 2014).

Koncentracija nitrata u svim pokusima pri svim istrazivanim omjerima C/N je iznosila 0 mg
NOs-N/L (slika 12) jer su pokusi vodeni s nitritom kao akceptorom elektrona (slika 10).

Omijeri C/N 1 i 2 su rezultirali nepotpunom denitritacijom, uklonjeno je 46,5 % i 83,6 %
nitrita (slike 10 i 16). Ipak, po iscrpljenju acetata u 1,25. satu odnosno u 2,25. satu pri omjerima
C/N 1 12, do kraja pokusa u 2,5. satu se nastavilo uklanjanje nitrita, ali po puno nizoj brzini.
Denitrifikanti su vjerojatno koristili unutarstani¢ne rezerve ugljika za denitritaciju. Denitritacija
s unutarstani¢nim zalihama ugljika je znatno sporija od denitritacije s vanjskim raspolozivim
izvorom ugljika. Tako je ostvarena brzina redukcije nitrita pri omjerima C/N 1, 2, 3 i 4 bilau
uskom rasponu vrijednosti i iznosi 26,4 — 27,6 mg NO.-N/Lh. Brzina uklanjanja nitrita pri
omjerima C/N 1 i1 2 s unutarstani¢nim zalihama ugljika je iznosila 3,2 mg NO>-N/Lh i 8 mg
NO2-N/Lh. Pri omjerima C/N 3 i 4 postignuta je potpuna denitritacija (slike 10 i 16).

Medu dusikovim oksidima nitrat je preferirani akceptor elektrona pa nitrat inducira sve
reduktaze. Nitrit moze inhibirati mikroorganizme prisutne u aktivnom mulju (Lu i sur., 2014).
Istrazivanja su pokazala da je slobodna nitritna kiselina pravi uzrok inhibicije nitritom, a
inhibicijski prag je u ovisnosti o upotrebljenoj mikrobnoj kulturi, vrijednosti pH u mijeSanoj
tekucini i dostupnosti organskog donora elektrona (Glass i sur., 1997). Koncentracija slobodne
nitritne kiseline ovisi o vrijednosti pH, koncentraciji nitrita i temperaturi. Tako niza pH
vrijednost pomiée ravnotezu izmedu NO2 i HNO; prema HNO, i obrnuto (Gerardi, 2002;
Anthonisen i sur., 1976).
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Dusikov monoksid inhibira skoro sve dusikove reduktaze (Zumft, 1993). Na nakupljanje
nitrita ne utjee pocetna koncentracija nitrata, ali utje¢e na nakupljanje N2O. Tako su Lee i sur.
(2018) objavili da ucinkovitost uklanjanja nitrata opada s rastu¢om pocetnom koncentracijom
nitrata. Postigli su potpunu denitrifikaciju s po¢etnom koncentracijom nitrata 75,8 mg NO3-N/L
i 151,6 mg NO3-N/L, medutim, s pocetnih 303,2 mg NO3s-N/L, 606,4 mg NO3-N/L i 1516 mg
NO3-N/L su postigli u€inkovitost uklanjanja nitrata 55,2 = 15,95 %, 56,4 £ 4,82 % 134,2 + 8,55
% (P < 0,05). Pri svim ispitivanim pocetnim koncentracijama nitrata nisu zabiljezili nakupljanje
nitrita. Pri pocetnih 303,2 mg NOs-N/L uklonjenih 55,2 + 15,92 % se konvertiralo u N>O-N a
ne u N2-N. Pri pocetnih 606,4 mg NOs-N/L proizvedeno je 17,2 £ 0,00 % N>O-N i 39,2 + 6,85
% N2-N, a pri pocetnih 1516 mg NO3-N/L proizvedeno je 10,8 + 1,43 % N2O-N i 23,4 + 9,02 %
N2-N (Lee i sur., 2018).

U istrazivanju uéinka temperature na akumulaciju nitrita, temperatura od 15 °C nije
pridonijela akumulaciji nitrita, sav nitrat se denitrificirao do dusika, a u pokusima denitrifikacije
pri temepraturama u rasponu 20 — 35 °C zabiljezeno je nakupljanje nitrita, ali bez znacajne
razlike medu istrazivanim temperaturama (P < 0,05) (Lee i sur., 2018).

Slobodna nitritna kiselina je pri svim istrazivanim omjerima bila najvi$a na poc¢etku pokusa
(slika 11) i iznosila je 6,1-9,7 ug FNAV/L jer je tad bila i najvisa koncentracija nitrita. Ve¢ u 0,5.
satu iznosila je <1 ug FNA/L. Kako je padala koncentracija nitrita, tako je i padala koncentracija
FNA, i time se smanjivao njezin inhibitorni u¢inak. Padu koncentracije FNA je dodatno pridonio
i rast vrijednosti pH, koji je uobiajen za proces denitritacije (slika 13). Kako je brzina
denitritacije bila ujednacena tijekom cijelog trajanja pokusa (slika 10), onda koncentracija FNA
na pocetku pokusa nije imala inhibitorni u¢inak na proces denitritacije (slika 11).

Tijekom pokusa denitritacije promjene vrijednosti pH (slika 13) su bile karakteristi¢ne za
proces denitritacije. Svi pokusi su zapoceti s vrijednosti pH 7,3 £ 0,1. S potrosnjom KPK (slika
9) rasla je vrijednost pH (slika 13), a nakon iscrpljenja organskih sastojaka (po prestanku njihove
potrosnje), vrijednost pH je ili stagnirala ili blago padala. Tako su iscrpljeni organski sastojci,
ili su ih denitrifikanti prestali trositi, pri omjerima C/N 1, 2, 3 i 4 u 1,25. satu, 2,25. satu, 2,5.
satu 1 2,5. satu. Upravo u tom trenutku su zabiljeZene najvise vrijednosti pH koje su iznosile
8,99, 9,29, 9,351 9,36 pri omjerima C/N 1, 2, 3i 4.

Za ucinkovito odvijanje denitrifikacije potrebno je odrzavati vrijednost pH u mijesanoj

tekucini u rasponu 6,5 — 8,5 (Lu i sur., 2014) odnosno 7 — 9 (Grady i sur., 1999). Kada se
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vrijednost pH nalazi u suboptimalnom podrucju Cesto dolazi do nakupljanja intermedijata
denitrifikacije — nitrita i duSikovih oksida. Sa smanjenjem vrijednosti pH dolazi i do smanjenja
brzine denitrifikacije (Glass 1 Silverstein, 1998). Lee i sur. (2018) su istrazivali ucinak
vrijednosti pH 5, 6, 7, 8 1 9 na denitrifikaciju i pokazali da visa pH vrijednost djeluje povoljno
na denitrifikaciju. Tako su pri vrijednostima pH postigli u€inkovitost uklanjanja nitrata: pH 9
(68,7 £ 0,35 %) > pH 8 (65,2 +2,34 %) > pH 7 (62,4 + 5,90 %) > pH 6 > (50,0 £ 5,71 %) pH 5
(47,5 £4,95 %). Vecina uklonjenog nitrata se reducirala do plinovitog dusika. Takoder, brzina
uklanjanja nitrata raste s porastom vrijednsoti pH (Lee i sur., 2018).

Pokusi denitritacije pri svim istrazivanim omjerima C/N su zapoceli pri temperaturi 22,5 +
0,5 °C (slika 14). Tijekom pokusa rasla je temperatura, i na kraju pokusa je zabiljezena
temperatura 25,4 — 28,7 °C. Izmjerena temperatura je bila povoljna za aktivnosti denitrifikanata.

Vecina denitrifikanata je osjetljivija na varijacije u temperaturi nego na varijacije vrijednosti
pH (Lu i sur., 2014). Smanjenje temperature dovodi do smanjenja brzine denitrifikacije (Saleh-
Lakha i sur., 2009). Lee i sur. (2018) su ispitivali u¢inak temperature, i to 15 °C, 20 °C, 25 °C,
30 °C i 35 °C na denitrifikaciju. Temperaturi raspon 20 — 35 °C je imao sli¢an uéinak na
denitrifikaciju, a pri 15 °C je u¢inkovitost uklanjanja nitrata bila niza nego pri vi$im ispitivanim
temperaturama. U¢inkovitst uklanjanja nitrata je bila kako slijedi: 25 °C (75,8 + 2,40 %) > 30
°C (75,7 £ 6,02 %)> 35 °C (73,4 £ 5,73 %) > 20 °C (68,5 + 9,80 %) > 15 °C (53,9 * 8,08 %)
(Leeisur., 2018).

Pokusi u ovom radu su vodeni pri anoksi¢nim uvjetima, pri koncentraciji otopljenog kisika
0,1-0,2 mg DO/L (slika 15).

Iako je za u€inkovito odvijanje bioloske denitrifikacije potrebno osigurati anoksi¢ne uvijete,
a to znaci skoro potpuni nedostatak otopljenog kisika, dakle raspon 0,2 — 0,5 mg DO/L, postoje
i aerobni denitrifikanti koji su izolirani iz raznih prirodnih i inZenjerskih ekosustava, koji mogu
tolerirati koncentraciju otopljenog kisika oko 5 — 6 mg DO/L (Patureau i sur., 2000). Budu¢i da
se vecina sustava za biolosko uklanjanje nutrijenata temelji na reciklaciji mikrobne biomase
izmedu aerobnih 1 anoksic¢nih zona, ne postoji specificna ekoloSka niSa za aerobne denitrifikante
u sustavima za obradu otpadnih voda (Lu i sur., 2014). Kada su denitrifikanti podvrgnuti
uvjetima u kojima vladaju poviSene koncentracije otopljenog kisika dolazi do inhibicije
denitrifikacije zato Sto je kisik povoljniji akceptor elektrona za denitrifikante za proizvodnju
energije, zbog ¢ega dolazi do narusavanja denitrificirajuce aktivnosti i akumulacije intermedijata

duSikovih oksida. U praksi se pokazala koncentracija otopljenog kisika 0,1 mg DO/L kao prag
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prilikom denitrifikacije otpadne vode (Oh i Silverstein 1999a). Otopljeni Kisik supresira
ekspresiju i aktivnost skoro svih dusikovih reduktaza (Zumft, 1997; Kdrner i Zumft, 1989).
Inhibitorni ucinak kisika na respiraciju nitrata je trenutacan i reverzibilan pri ¢emu se
maksimalna inhibicija postize pri 0,2 % zasicenja kisika (Hernandez i Rowe, 1988). S druge
strane, nitrit reduktaza je manje osjetljiva na koncentraciju otopljenog kisika i njezin prag
inhibicije se postize pri 2,5 mg DO/L (Korner i Zumft, 1989). Dusikov monoksid reduktaza ima
oko 10 puta visu aktivnost od nitrit reduktaze pa dolazi do vrlo niske akumulacije NO, koji je
toksican (Otte i sur., 1996). Kako je didusikov oksid reduktaza najosjetljivija dusikova reduktaza
na kisik uklju¢ena u proces denitrifikacije, dolazi do akumulacije N2O pri aerobnim uvjetima
(Lu i Chandran, 2010).

Bez obzira na odabrani omjer C/N, pri svim istrazenim omjerima C/N 1, 2, 3 i 4 izraCunati
omjer utroSenog KPK za redukciju nitrita je bio u uskom rasponu vrijednosti i iznosio je 3,8-3,9

(slika 16).
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. ZAKLJUCCI

. Omijeri C/N 1 i 2 rezultirali su nepotpunom denitritacijom zbog limitacije organskim
sastojcima. Uklonjeno je 46,5 % nitrita pri omjeru C/N 1 83,6 % nitrita pri omjeru C/N
2.

. Omjeri C/N 3 i 4 omogudili su postizanje potpune denitritacije. No, preostale
koncentracije KPK vise su od zakonom propisanih vrijednosti za ispust u povrsinske
vode. Pri omjeru C/N 3 uklonjeno je 65,6 % KPK i 48,6 % KPK pri omjeru C/N 4.

. Brzina uklanjanja nitrita pri omjerima C/N 1 1 2 s unutarstani¢nim zalihama ugljika je
iznosila 3,2 mg NO2-N/Lh i 8 mg NO2-N/Lh.

Brzine redukcije nitrita pri omjerima C/N 1, 2, 3 i 4 kretale su se u rasponu vrijednosti
26,4 — 27,6 mg NO2-N/Lh.

. Izracunati omjer utroSenog KPK za redukciju nitrita pri svim istrazenim omjerima C/N

1,2, 314 bio je uuskom rasponu vrijednosti 3,8-3,9.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja MIHAELA FRKETIC izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te
da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu

navedeni.
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