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Sazetak:

Biolosko uklanjanje dusSika i fosfora iz otpadne vode niskoga omjera ugljika i dusika
predstavlja izazov zbog potrebe za uskladivanjem razli¢itih metabolickih zahtjeva
funkcionalnih mikroorganizama osiguravanjem odgovarajucih procesnih ¢imbenika. Vodenje
procesa obrade otpadne vode u anaerobno-aerobno-anoksi¢nim uvjetima uz endogenu

denitrifikaciju predstavlja u¢inkovitu alternativu bioloskoj obradi za uklanjanje dusika i fosfora.

Istrazivanja disertacije provedena su u anaerobno-aerobno-anoksi¢noj konfiguraciji
Sarznog reaktora s pritokom supstrata (SBR) uz endogenu denitrifikaciju s ciljem ucinkovitog

uklanjanja dusika 1 fosfora iz otpadne vode niskoga omjera ugljika i dusSika.

Aktivni mulj iz ne-EBPR sustava obogacen je fosfat akumulirajuéim organizmima
(PAOs) prilagodbom procesnih ¢imbenika njihovim metabolickim potrebama. U anoksi¢no-
aerobnom rezimu rada reaktora, s acetatom kao izvorom ugljika, istrazena je duljina trajanja
anoksicne faze procesa za uspjes$no unutarstani¢no pohranjivanje polihidroksialkanoata (PHA)
u PAOs. Odabrano je vrijeme trajanja anoksic¢ne faze od 2 sata. U slijednoj aerobnoj fazi
procesa postignuto je uklanjanje preostalog KPK u pokusima pri C/P > 3, potpuna oksidacija
amonijaka, nakupljanje NO2-N i NO3-N (u koli¢inama koje odstupaju od sehiometrijski
oc¢ekivanih) 1 aerobni unos fosfata od 51,9%. Povoljni omjer hranjivih tvari za ucinkovitost

procesa identificiraj je kao C/N/P = 10:1:1.

Implementacija anoksi¢ne faze s endogenom denitrifikacijom omogucila je dodatno
uklanjanje NOx bez dodatka vanjskog izvora ugljika. Anaerobno-aerobno-anoksiéni proces
obrade otpadne vode niskoga omjera C/N pri DO >2 mg/L 1 DO ~1 mg/ L osigurao je uklanjanje
NH3s-N brzinom od 11,2 mg/Lh i 9,4 mg/Lh, te unos PO4-P brzinom od 9 mg/Lh i 9,4 mg/Lh.
Uklonjeno je 78,5% P i 76,6% N pri DO >2 mg/L, odnosno 77,9% P i 95,3% N pri DO ~1 mg/
L.

Prisutnost klju¢nih mikroorganizama za uspjeSan rad sustava, ukljucujuéi bakterije za
oksidaciju amonijaka (AOB), oksidaciju nitrita (NOB), denitrifikaciju (DNI), PAOs,
denitrificirajuce fosfat-akumulirajuce organizme (DPAOs), glikogen-akumulirajuce organizme
(GAOs) te denitrificiraju¢e GAO (DGAOs), dokazani su metodom fluorescentne in situ
hibridizacije (FISH).



Ovi rezultati ukazuju na ucinkovitost anaerobno-aerobno-anoksi¢nog rezima uz
endogenu denitrifikaciju kao odrzivog pristupa za obradu otpadnih voda niskoga omjera C/N,

pruzajuci znacajan doprinos razvoju naprednih bioloskih metoda obrade otpadnih voda.

Kljucéne rijeci: acetat, anaerobno-aerobno-anoksi¢ni proces, DPAOs, endogena denitrifikacija,
PAOs



Summary:

Biological removal of nitrogen and phosphorus from wastewater with a low carbon-to-
nitrogen (C/N) ratio poses a challenge due to the diverse metabolic demands of functional
microorganisms and need for ensuring optimal process conditions. Wastewater treatment under
anaerobic-aerobic-anoxic conditions with endogenous denitrification represents an effective

alternative for biological nitrogen and phosphorus removal.

The research presented in this dissertation was conducted in a sequencing batch reactor
(SBR) configured for anaerobic-aerobic-anoxic conditions with endogenous denitrification,
aiming to achieve effective nitrogen and phosphorus removal from wastewater with a low C/N

ratio.

Activated sludge from a non-EBPR system was enriched with phosphate-accumulating
organisms (PAOs) through the adaptation of process factors to their metabolic requirements. In
the anaerobic-aerobic operating mode of the reactor, with acetate as the carbon source, the
duration of the anaerobic phase was investigated to enable successful intracellular storage of
polyhydroxyalkanoates (PHA) in PAOs. An anaerobic phase duration of 2 hours was
determined to be optimal. In the subsequent aerobic phase, complete removal of residual
chemical oxygen demand (COD) was achieved in experiments with a C/P ratio > 3, along with
full ammonia oxidation, accumulation of NO,-N and NOs-N (in amounts deviating from
stoichiometric expectations), and aerobic phosphate uptake of 51.9%. The optimal nutrient ratio
for process efficiency was identified as C/N/P = 10:1:1.

The implementation of an anoxic phase with endogenous denitrification enabled
additional NOx removal without the addition of an external carbon source. The anaerobic-
aerobic-anoxic wastewater treatment process at a low C/N ratio, with DO >2 mg/L and DO ~1
mg/L, achieved NH4-N removal rates of 11.2 mg/Lh and 9.4 mg/Lh, respectively, along with
PO4-P uptake rates of 9 mg/Lh and 9.4 mg/Lh. Phosphorus removal of 78.5% and nitrogen
removal of 76.6% were achieved at DO >2 mg/L, while phosphorus removal of 77.9% and
nitrogen removal of 95.3% were achieved at DO ~1 mg/L.The presence of key microorganisms
necessary for the successful operation of the system, including ammonia-oxidizing bacteria
(AOB), nitrite-oxidizing bacteria (NOB), denitrifying organisms, PAOSs, denitrifying
phosphate-accumulating organisms (DPAOSs), glycogen-accumulating organisms (GAOs), and

denitrifying GAOs (DGAOs), was confirmed using fluorescent in situ hybridization (FISH).



These results demonstrate the effectiveness of the anaerobic-aerobic-anoxic regime with
endogenous denitrification as a sustainable approach to treating wastewater with a low C/N
ratio, contributing significantly to the development of advanced biological wastewater

treatment methods.

Keywords: acetate, anaerobic-oxic-anoxic process, denitrifying phosphate-accumulating

organisms (DPAOs), endogenous denitrification, phosphate-accumulating organisms (PAOSs)
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1. UvOD

Ucinkovito biolosko uklanjanje dusika i fosfora iz otpadne vode niskoga omjera ugljika
1 dusika predstavlja dugotrajan izazov u podruc¢ju obrade otpadnih voda (Dorofeev i sur., 2020).
Sukladno vaze¢em zakonodavstvu (NN 26/2020) utvrdene su maksimalno dopustene
koncentracije hranjivih tvari u proc¢is¢enim otpadnim vodama koje sluze kao standardi za
uredaje za prociS¢avanje otpadnih voda. Stoga su istrazivanja usmjerena na razumijevanje
procesa bioloske obrade otpadnih voda, razvoj novih tehnologija i poboljSanje postojecih
procesa bioloske obrade otpadnih voda. Problem proizlazi iz potreba za osiguravanjem
odgovaraju¢ih procesnih ¢imbenika koji omogucéuju koegzistenciju 1 ucinkovito djelovanje
razli¢itih funkcionalnih mikroorganizama. Ucinkovita alternativa bioloSkoj obradi otpadnih
voda za istovremeno uklanjanje dusika i fosfora je vodenje procesa u anaerobno-aerobno-

anoksi¢noj (engl. Anaerobic-Oxic-Anoxic, A-O-A) konfiguraciji uz endogenu denitrifikaciju.

Uklanjanje duSika iz otpadnih voda ostvaruje se kroz procese nitrifikacije i
denitrifikacije, koji se odvijaju u aerobnim, odnosno anoksi¢nim uvjetima. Dusik u otpadne
dospijeva industrijskim procesima, otpadom, gnojivima ili ostacima hrane. U procesu
nitrifikacije dolazi do oksidacije amonijaka (NH4-N) do nitrata (NO3) djelovanjem
nitrificirajucih bakterija (NI), a procesom denitrifikacije dobiveni NOz reducira se do plinovitog
dusika (N2) djelovanjem denitrificirajué¢ih bakterija (DNI) uz osigurane donore elektrona

(Metcalf & Eddy, 2003), prikazano jednadzbama 11 2.

NHa4* + 20, NOs + Ho0 + 2H* [1]

NO3 (NAR) » NO; (NIR) » NO (NOR) - N,0 (NOS) - N, [2]

Nitrifikacija je dvostupanjski proces. U koraku nitritacije, bakterije koje oksidiraju
amonijak (AOB) oksidiraju amonijeve ione u nitrit preko hidroksilamina uz djelovanje enzima
amonij-monoooksigenaza (AMO) i hidroksilamin-oksidoreduktaza (HAO). U koraku
nitratacije, bakterije koje oksidiraju nitrit (NOB) oksidiraju nitrit u nitrat uz pomo¢ enzima
nitrit-oksidoreduktaze (NOR) (Metcalf & Eddy, 2003; Zhu i sur., 2008). U procesu
denitrifikacije, NOs-N i NO2-N se reduciraju u plinovite oblike dusika koristenjem elektron
donora poput metanola, acetata i organskih komponenti iz otpadnih voda (Miao i Liu, 2018).
Bioloska denitrifikacija odvija se u Cetiri koraka (jednadzba 2): (i) redukcija NO3-N u NO2-N
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uz pomo¢ enzima nitrat-reduktaze (NAR); (ii) redukcija NO2-N u dusikov oksid (NO) uz pomo¢
enzima nitrit-reduktaze (NIR); (iii) redukcija NO u didusikov oksid (N20) uz pomo¢ enzima
dusikov oksid-reduktaze (NOR); (iv) redukcija N2O u molekularni dusik (N2) uz pomo¢ enzima
didusikov oksid-reduktaze (NOS), koji se potom ispusta u atmosferu (Parés & Juarez, 1997,
Rajta i sur., 2019).

U otpadnim vodama fosfor se pojavljuje u tri oblika: (i) ortofosfat, (ii) polifosfat i (iii)
organski fosfat. Ukupni fosfor (TP) u otpadnoj vodi uobic¢ajeno se krec¢e izmedu 4 i 8 mg/L (3
- 4 mg/L fosfata, 2-3 mg/L polifosfata i 1 mg/L organski vezanog fosfata) (Moore, 2009).
Fosfor u otpadne vode ulazi putem sintetickih gnojiva, industrijskog ili kuénog otpada,
pesticida, erozijom tla i drugo. Uklanjanje fosfora iz otpadnih voda provodi se naprednim
bioloskim uklanjanjem fosfora i temelji se na djelovanju fosfat akumuliraju¢ih organizama
(engl. Phosphate Accumulating Organisms, PAOs) 1 denitrificiraju¢ih fosfat akumuliraju¢ih
organizama (engl. Denitrifying Phosphate Accumulating Organisms, DPAQOs). PAOs i DPAOs
uklanjanju fosfor u naizmjeni¢no slijednim anaerobnim i potom aerobnim ili anoksi¢nim
uvjetima uz razli¢ite donore elektrona (kisik ili nitrat i/ili nitrit) (Zheng i sur., 2014; Li i sur.,

2019). Fosfor se uklanja odvodenjem viska mulja bogatog fosforom.

Endogena denitrifikacija, kao inovativan pristup, omogucuje mikroorganizmima
koriStenje unutarstani¢no pohranjenih zaliha ugljika kao donora elektrona i NO2-N ili NO3-N
kao akceptore elektrona u odsutnosti kisika. Ovaj proces smanjuje potrebu za vanjskim
izvorima ugljika, ¢ime se smanjuju operativni troSkovi i povecava ucinkovitost sustava (Wang
i sur., 2015; Zhao i sur., 2019). Za postizanje ucinkovitih rezultata nuzno je osigurati

zadovoljavajuce procesne uvjete poput temperature, pH vrijednosti i1 trajanja procesa.

Ciljevi ove disertacije definirani su s ciljem rjeSavanja izazova vezanih uz obradu

otpadnih voda s niskim omjerom ugljika i dusika te ukljucuju:

o istrazivanje doprinosa produzene anoksicne zone koja omogucava provodenje
endogene denitrifikacije, kao i doprinos duze anaerobne zone na unutarstani¢nu pohranu
hlapljivih masnih kiselina (engl. Volatile Fatty Acid, VFA) i njihovo skladiStenje u obliku
polifosfata, te otpustanje fosfata iz PAOs,

. istrazivanje aerobnog i anoksi¢nog unosa fosfata u stanice u obliku polifosfata i

. istrazivanje ucinkovitosti simultanog uklanjanja ugljika, dusika 1 fosfora pri
odabranoj konfiguraciji procesa pomocu odabira odgovarajucih procesnih ¢imbenika i njihovu

ulogu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1.Napredno biolosko uklanjanje fosfora i metabolizam PAOs
Uklanjanje fosfora iz otpadne vode danas predstavlja potrebu, a ne luksuz. Stroge

zakonske regulative imaju u cilju sprje€avanje ispusStanja nedovoljno obradenih otpadnih voda
u okoli§ zbog negativnog utjecaja na ljude, Zivotinje 1 okoli§ (NN 26/2020) . Eutrofikacija kao
proces obogacivanja vode hranjivim tvarima, $to dovodi do prekomjernog rasta algi i drugih
biljnih vrsta, nedostatka kisika u vodenom mediju i smanjenja kvalitete vode, je globalni
problem, a upravo se fosfor smatra kritiénim faktorom (Bennett i sur., 2001). U tablici 1 dane
su grani¢ne vrijednosti emisija oneciS¢uju¢ih tvari u otpadnim vodama, za odabrane

pokazatelje.

Tablica 1. Grani¢ne vrijednosti emisija oneciS$¢ujucih tvari u otpadnim vodama, za odabrane

pokazatelje (NN 26/2020)

2,0(1,0

mg/L

jezera)
N mg/L 15,0 50,0
N mg/L 10,0 —
N mg/L 1,0 10,0
N mg/L 2,0 —

.....

koriStenja dodatnih kemikalija poput spojeva zeljeza, aluminija, kalcija ili magnezija koje su
nuzne kod kemijskog uklanjanja fosfora (Long i sur., 2021). Prednost EBPR procesa je i
dobivanje mulja bogatog fosforom koji moze sluziti pri oporabi fosfora obzirom da on

predstavlja neobnovljivi element u prirodi ¢ija potroSnja raste svakodnevno. Intenzivno se
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istrazuje zadnjih desetljeca, ali detaljan sastav zajednice mikroorganizama zasluznih za
uklanjanje fosfora iz otpadne vode i dalje djelomi¢no predstavlja nepoznanicu. Temelj
klasicnog EBPR procesa je kombinacija anaerobnih i aerobnih uvjeta rada reaktora i formiranje
mikrobne biomase s naglaskom na rast bakterija sa sposobno$¢u akumuliranja fosfora u
koli¢inama ve¢ima od bazi¢ne potrebe (Comeau i sur., 1986). Te bakterije nazvane su fosfat
akumuliraju¢im organizmima (engl. Polyphosphate Accumulating Organisms, PAOs) i

istrazuju se vise od 50 godina (Nielsen i sur., 2019).

Biolosko uklanjanje fosfora iz otpadne vode provodi se anacrobnim i aerobnim uvjetima
s PAOs koji mogu akumulirati viSe od 0,38 mgP/mgVSS. U EBPR procesu koli¢ina unesenog
fosfora povecana je s 0,02 mgP/mgVSS koji se postizu u aerobnim sustavima s aktivnim
muljem, na 0,06 — 0,15 mgP/mgVSS odnosno 0,05 — 0,10 mgP/mgTSS (Wentzel i sur., 2008).
Uspjesnost EBPR procesa ovisi o strukturi 1 funkcionalnosti prisutnih mikroorganizama u
aktivnhom mulju, sastavu otpadne vode, te procesnim ¢imbenicima (izvor ugljika, temperatura,
pH, DO (engl. Dissolved Oxygen)). Cesto se za uklanjanje fosfora ili simultano uklanjanje
dusSika i fosfora koristi Sarzni reaktor s pritokom supstrata (engl. Sequencing Batch Reactor,
SBR) (slika 1) zbog svojih prednosti odvijanja reakcije i sedimentacije u istom reaktoru,
fleksibilnosti operacijskih ¢imbenika 1 ekonomic¢nosti. Rad SBR odvija se u ciklusima koji
ukljucuju punjenje otpadne vode u reaktor, reakciju, talozenje aktivnog mulja, odvodenje

obradene otpadne vode i viska mulja.

Otpadna
voda
1 Aeracija
\V4 —— (] Efluent v | visak
2298 ko o000 mulja
RO —F—>
Punjenje Reakcija TaloZenje Dekantiranje Mirovanje

Slika 1: Shematski prikaz rada SBR reaktora (preuzeto i preradeno s Elysian, 2024)

Zbog kompleksnosti influenta EBPR proces podlozan je inhibiciji sastojcima otpadne

vode inhibicijom PAOs. Postoji nekoliko tvari u otpadnim vodama koji inhibiraju bioloski



proces uklanjanja fosfora — farmaceutici (doksiciklin, tetraciklin, diklofenak), teSki metali
(bakar, kositar, srebro, krom), soli, H>S i nanomaterijali (Tsai i Chen, 2011; Welles i sur., 2014,
Zhao i sur., 2020). Ponekad zbog nedostatka izvora ugljika ili kratkog hidraulickog vremena
zadrzavanja, dolazi do akumulacije nitrita tijekom procesa denitrifikacije, Sto se naziva
djelomicna/parcijalna denitrifikacija (engl. Partial Denitrification, PD) (Peng i sur., 2021). U
usporedbi s potpunom denitrifikacijom, primjena PD-ANAMMOX tehnologije u urbanim
postrojenjima za prociS¢avanje otpadnih voda moze ustedjeti oko 80% izvora ugljika i 50%

potrosnje energije za prozracivanje (Saunders i sur., 2003).

PAOs vrste specificne su u odnosu na druge vrste zbog specifi¢nosti metabolizma u
anaerobnim i aerobnim/anoksi¢nim uvjetima (slika 2). U anaerobnim uvjetima PAOs skladisti
organske tvari iz otpadne vode u obliku polifosfata (polihidroksialkanoata, PHA ili
polihidroksibutirata, PHB) koriste¢i energiju dobivenu hidrolizom glikogena i polifosfata. U
anaerobnom dijelu dolazi do otpuStanja ortofosfata van stanice i povecanja koncentracije
fosfora u otopini. Prelaskom na aerobne/anoksi¢ne uvjete dolazi do unosenja fosfata energijom
dobivenom razgradnjom PHA. Unos fosfata u acrobnoj fazi veéi je od otpustanja u anaerobnoj
fazi ¢ime se omogucuju uklanjanje fosfora iz otpadne vode odvodenjem mulja. Brzina
asimilacije kratkolancanih masnih kiselina (engl. Volatile Fatty Acids, VFA), najceSce
propionata ili acetata u anaerobnim uvjetima omogucava kompetitivhu prednost PAOs nad
ostalim mikroorganizmima u aktivnom mulju (Zheng i sur., 2014). Medutim, PAOs mogu
asimilirati 1 karboksilne kiseline, Secere i aminokiseline uz veliku uspjesnost procesa (Nielsen
i sur., 2010). Potpuni unos VFA tijekom anaerobne faze kljucan je za uspjeSsan EBPR proces, a
ucinkovito uklanjanje fosfora postize se pri KPK (kemijska potroSnja kisika)/P omjeru

najmanje 35 1 BPK (biokemijska potrosnja kisika )/P omjeru 20 (Moore, 2009).
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Slika 2: Metabolizam PAOs u anaerobnim i aerobnim uvjetima (preuzeto i preradeno od

<

Tarayre i sur., 2016)

Dugo vremena je modelnim organizmom EBPR procesa i jedinim odgovornim za

uc¢inkovito uklanjanje fosfora smatran Candidatus Accumulibacter phosphatis kao predstavnik



PAOs bakterija. Detaljnijim i novijim istrazivanjima otkriven je rod Tetrasphaera koji ne
posjeduje isti metabolizam, ali pokazuje veliku uspjeSnost u uklanjanju fosfora kao i
zastupljenost od do 30% u uredajima za obradu otpadnih voda koji provode EBPR proces
(Nguyen i sur., 2011). Specificnost roda Tetrasphaera ocituje se u sposobnosti iskoriStavanja
razliCitih supstrata te varijabilnim mehanizmima generiranja energije, ¢ime se ucinkovito
prilagodava dinami¢nim uvjetima u sustavu obrade otpadnih voda. Istaknuta fermentacijska
aktivnost ovog roda narocito je vazna u sluc¢ajevima kada otpadna voda nije prirodno bogata
hlapljivim masnim kiselinama (VFA). Kroz fermentacijske procese Tetrasphaera pretvara
aminokiseline i glukozu u VFA, koje zatim postaju dostupan izvor ugljika za vrste iz roda
Accumulibacter, ¢ime se ukupno povecava efikasnost bioloskog uklanjanja fosfora iz otpadnih
voda. Glukoza, aspartat, glicin i glutamat smatraju se pozeljnim izvorom ugljika za nakupljanje

Tetrasphaera u mulju (Marques i sur., 2017).

Tetrasphaera je prvi put izolirana tek 1996. godine (Kataoka i sur., 1996), a njena
sposobnost akumulacije fosfora opisana je 2000. godine (Maszenan i sur., 2000). Do 2002.
godine identificirana su tri soja — T. australiensis, T. elongata i T. japonica. Danas se rod
Tetrasphaera svrstava porodici Intrasporangiaceae, odjeljka Actinobacteria. Poznato je osam
vrsta roda Tetrasphaera: T. australiensis, T. duodecadis, T. elongata, T. japonica, T. jenkinsii,
T. remsis, T. vanvenii te T. veronensis koji se razlikuju morfoloski, po metabolizmu, i u
zastupljenosti u aktivnom mulju. Razvrstani su u 3 grane: (i) grana | (T. duodecedis i T.
elongata), (ii) grana Il (T. australiensis, T. jenkinsii i T. veronensis), i (iii) grana Il
(Tetrasphaera koje nisu uzgojene u kulturi). Ostale vrste nisu uspje$no svrstane ni u kakve
klastere ili grane (Kristiansen i sur., 2013; Marques i sur., 2017). Singleton i sur. (2022)
zakljucili su da grana III zapravo predstavlja dva razli¢ita roda — Ca. Phosphoribacter i Ca.
Lutibacillus i istaknuli da je Ca. Phosphoribacter zapravo najzastupljenija PAOs vrsta u EBPR
sustavima Danske i globalno. Grana IIl pod oksi¢nim i anoksi¢énim uvjetima pokazuje
sposobnost koristenja razli¢itih izvora ugljika, Secera 1 aminokiselina, sposobnost fermentacije
do acetata ili alanina, 1 koriStenje nitrata ili nitrita kao akceptora elektrona. Prepreka detaljnijim

istrazivanjima i zaklju¢cima je nemogucnost izolacije i kultivacije ovih vrsta.

Metabolizam Tetrasphaera (slika 3) jos uvijek nije u potpunosti istrazen, ali razlikuje
se od ,.klasicnog* metabolizma PAOs vrsta opisanog ranije na primjeru Ca. Accumulibacter,
iako se uklanjane fosfora iz otpadne vode postize u oba slu¢aja. Energija za skladiStenje
polifosfata osigurava se denitrifikacijom ili fermentacijom. Kod najistrazivijeg roda

Tetrasphaera — T. elongata unosenje polifosfata u stanice odvija se pod aerobnim uvjetima, a



otpustanje pri anoksi¢nim uvjetima. Odredene vrste Tetrasphaera, poput T. elongata, koriste
VFA (acetat i propionat), ali u manjoj mjeri od Accumulibacter vrsta, dok su aminokiseline i
glukoza ces¢i izvori ugljika. KoriStenje hidrolizata kazeina i glutamata kao jedinih izvora
ugljika omogucilo je uklanjanje fosfora >99% (Rey i sur., (2016), Marques i sur. (2017)). U
slu¢ajevima kada je otpadna voda siromasna na VFA, sposobnost Tetraspahera da izvrsi
fermentaciju supstrata do acetata sluzi kao izvor acetata za druge PAOs vrste i izvor energije
za Tetrasphaera. Uz prisustvo Tetrasphaera dolazi do uklanjanja fosfora i u anaerobnoj fazi

procesa uz energiju iz fermentacije glukoze i aminokiselina (Marques i sur., 2017).

Tetrasphaera
POy

0,

AEROBNO ANAEROBNO
| Accumuiibacter |
Accumulibacter

Slika 3. Metabolizam Tetrasphaera pod anaerobnim i aerobnim uvjetima (preuzeto i

prilagodeno od Dunlap i sur., 2016)

Istrazivanje metabolizma glikogena kod Tetrasphaera posebno je izazovno zbog
kontradiktornih rezultata koje znanstvenici dobivaju. Raznolikost rezultata povezanih s
metabolizmom Tetrasphaera moze se objasniti utjecajem faktora temperature, izvora ugljika,
pH vrijednosti i prisutnih makronutrijenata (Nielsen i sur., 2010). Takoder, razlike mogu nastati
zbog upotrebe razli¢itih molekularnih tehnika, koje je teSko prilagoditi Sirokoj morfoloskoj 1
metabolickoj raznolikosti ovih vrsta. Marques i sur. (2017) zakljuéili su da Tetrasphaera

preferira glikogen kao primarni izvor energije, $to znaci da se on u anaerobnim uvjetima trosi,
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a aerobnim obnavlja. S druge strane, Kristiansen i sur. (2013) sintezu glikogena u anaerobnim
uvjetima i njegovo koriStenje u aerobnim uvjetima pripisuju potrebi za energijom za asimilaciju
ortofosfata i sintezu unutarstani¢nih polifosfata. Medutim, Fernando i sur. (2019) nisu u
stanicama uopce identificirali glikogen ¢ime se otvara prostor za mogucénost anaerobnog
odrzavanja Tetraspahera energijom dobivenom hidrolizom polifosfata i fermentacijom glukoze
i aminokiselina. Za obnavljanje unutarstanic¢nih polifosfata Tetraspahera u sljedecoj fazi koristi
nusproizvode fermentacije (Fernando i sur., 2019). Rubio-Rincon i sur. (2019) istrazivali su
utjecaj laktata kao izvora ugljika na mikrobnu selekciju i u¢inkovitost EBPR procesa u SBR
reaktoru radnog volumena 2,5 L uz anaerobno-aerobne cikluse u trajanju 6 sati i vrijeme
zadrzavanja mulja (engl. Sludge Retention Time, SRT) 15 dana. Fermentacijom laktata nastaju
propionat i acetat koji su izvori za rast PAOs poput Tetrasphaere i Ca. Accumulibater. Izvor
ugljika bio je kombinacija acetata, propionata i laktata (1210 mg/L, 70 mg/L i 120 mg/L) ili
sam laktat (3400 mg/L) u fazama I i Il procesa. Udio Ca. Accumilibacter phosphatis bio je veéi
su fazi I nego u fazi II, dok su GAOs vrste ¢inile <1% tijekom cijelog procesa, neovisno o
izvoru ugljika. Dominantni organizam bio je Tetrasphaera, medutim niti on niti Ca.
Accumulibacter nisu provodili uklanjanje fosfora uz laktat kao jedini izvor ugljika. Aktivni
mulj u EBPR procesu je sloZen sustav i istraZivanja usmjerena samo na jednu vrstu unutar
sustava mogu dovesti do nepotpunih zakljucaka. Iako je dugo smatrano da GAOs vrste ne bi
trebale biti zastupljene u postrojenjima za obradu otpadnih voda zbog kompeticije s PAOs
vrstama za VFA, pokazano je da su za uspjesnu provedbu EBPR procesa vazni suodnosi izmedu
razli¢itih PAOs 1 GAOs (glikogen akumuliraju¢ih organizama, engl. Glycogen Accumulating
Organisms) vrsta. Razlika u metabolizmu izmedu PAOs i GAOs prikazana je na slici 4. U
anaerobnim uvjetima GAOs hidroliziraju glikogen kako bi dobili energiju potrebnu za unos
VFA i sintezu PHA. U narednoj aerobnoj fazi, PHA se oksidira kako bi se dobila energija za
obnavljanje zaliha glikogena (iz PHA) i za rast stanica (Zeng i sur., 2002). GAO mogu unositi

VFA bez anaerobnog oslobadanja fosfora i naknadnog aerobnog preuzimanja fosfora.



) N e

( ./ | ( S \
| P |
N ﬁ,—\:’—l-/ '\_Q"__(-/
/GAO | /) 7 N
."/ . :_—-‘4' G I y S :“‘j\l‘- / P A HI G l Y'\J \l"-
"I l\\__{ / ¢ llt ' PHA \_ ,/‘ "n
| : ’—QHA/ | ATP K : | ——’r_ :
\ ADP el \ }—di , /
\ [meoH k i LU "'-N_N_AI_D_"_,‘ J }q ' POIYP}' v/
\\ \\_/__ = / > > \\; N __Pf; ) N _-_‘_,
7 \\ './ ———

[NO; % ~—{NO, V "'\-:{ N, | PO, |

Slika 4. Razlike metabolizma PAOs i GAOs (preuzeto od Rubio-Rincon i sur., 2017)

U postrojenjima za prociS¢avanje otpadnih voda, dominantna EBPR zajednica sadrzi
Candidatus Accumulibacter, Tetrasphaera, Nitrosomonas i denitrifikante kao $to su Zooglea,
Paracoccus, Pseudomonas s proteobacteria, bacteroidota i actinobacteria (Zheng i sur., 2014).
Utvrdeno je da je odrzavanje uvjeta koji podrzavaju proliferaciju PAOs u odnosu na GAOs
klju¢no za stabilnost EBPR sustava (Oehmen i sur., 2007; Zhao i sur., 2020). Tetrasphaera
moze unijeti razliCite organske tvari kao $to su aminokiseline i/ili glukozu i pohraniti ih u
razlic¢itim oblicima ili proizvesti druge produkti fermentacije kao Sto su hlapljive masne kiseline
(VFA) (Kong i sur., 2005; Kristiansen 1 sur., 2013; Marques 1 sur., 2017). Oni mogu sluZziti kao
izvori ugljika i energije za aerobni unos P. Tetrasphaera moze anaerobno opskrbljivati druge
PAOs vrste s VFA Nguyen i sur., 2015; Herbst i sur., 2019). lako su metabolizam i fiziologija
bakterije Accumulibacter dobro poznati, metabolizam bakterije Tetrasphaera i njezina reakcija
na razli¢ite operativne uvjete EBPR manje su poznati (Liu i sur., 2019; Rubio-Rinc’on i sur.,
2019) zbog raznolike fiziologije i1 znacajno drugacijeg metabolizma. U istraZivanjima o
Tetrasphaeri u usporedbi s Accumulibacter opaza se nizi omjer otpustanja P/unosa C
(Kristiansen i sur., 2013; Nguyen i sur., 2015;Marques i sur., 2017; Nielsen i sur. , 2019), $to
sugerira manji zahtjev za ATP iz hidrolize polifosfata za anaerobni unos C. Uoc¢eno je da aktivni
mulj obogacen Tetrasphaera i Accumulibacter vrstama pokazuje znacajno bolju u¢inkovitost
uklanjanja P u usporedbi s kulturama koji su visoko obogaéeni samom Tetrasphaerom (Close

et al., 2021) Sto podupire hipotezu da je obogacivanje visSe PAOs skupina korisno za ucinak
EBPR.
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Da bi se razumjela metabolicka karakterizacija PAOs, potrebno je izvrSiti mjerenje
enzima povezanih sa sintezom PHA. Sinteza PHA glavni je dio ukljuc¢en u proces EBPR. Osam
enzima ima vitalne uloge u putu sinteze PHA, a poznati su kao beta-ketotiolaza, NADH-vezana
acetoacetil-CoA reduktaza, NADPH-vezana acetoacetil-CoA reduktaza, piruvat kinaza, piruvat
karboksilaza, fosfoenolpiruvat karboksilaza, malat dehidrogenaza i laktat dehidrogenaza (Mino
et al., 1998). Uoceno je da je medu osam enzima koncentracija enzima odgovornih za redukciju
acetoacetil-CoA u hidroksibutiril-CoA, enzima odgovornog za dimerizaciju acetil-CoA u
acetoacetil-CoA i za pretvorbu oksaloacetata u malat veca u laboratorijskim reaktorima s
otpadnom vodom bogatom acetatom. Stoga je acetoacetil-CoA reduktaza vjerojatno esencijalni
enzim koji igra vitalnu ulogu u sintezi PHA i moZe se smatrati kljuénim enzimom u EBPR
sustavu. Fluorescentna in situ hibridizacija koristenjem 16S-rRNA proba metoda je bojenja

koja pomaze identificirati filogenetiku bakterija (Pernthaler 1 sur., 2002).

2.2.Cimbenici EBPR procesa

2.2.1. Temperatura

Povecanje temperature otpadne vode utjece na topivost kisika u vodi, proces adsorpcije
kisika i koeficijent reaeracije (Alisawi, 2020). Mikrobne zajednice dijele se na mezofile
(optimalna temperatura rasta mikroorganizama je 32,5 °C), termofile (optimalna temperatura
60,0 °C), psihrofile (optimalna temperatura 12,5 °C) i hipotermofile koji rastu na temperaturama
iznad 100 °C (Eckenfelder, 1980). Temperatura utjece i na ucinkovitost procesa uklanjanja

dusika i fosfora iz otpadne vode.

Dugo je smatrano je da temperatura ispod 20°C pogodna za EBPR proces (Oehmen i
sur., 2007), dok temperatura iznad 25°C pogoduje GAOs vrstama u odnosu na PAOs vrste 1
time onemogucava uspjeSan EBPR proces (Qiu i sur., 2019). Optimalnom temperaturom za
unos fosfora smatrana je temperatura 20°C uz pH 8 i DO 2 mg/L (Nittami i sur., 2011). Novija
istrazivanja pokazuju da je moguce voditi u€inkoviti EBPR proces 1 pri temperaturama u

rasponu 24-32°C (Ong i sur., 2014).

Ong i sur. (2014) postigli su uklanjanje >95% fosfora pri 28°C u SBR reaktoru s
acetatom kao jedinim izvorom ugljika (50 mgC/L i C:P 3:1) s finalnim koncentracijama P u
efluentu ispod 1,0 mg/L. Udio Accumulibacter vrsta (PAOs) u populaciji bakterija smanjuje se
s povecanjem temperature (s 64% pri 24°C na 19% pri 32°C), a udio Competibacter vrsta
(GAOs) raste (s <10% pri 24°C na 40% pri 32°C), ali ne ometa rad sustava. Ucinkovitost
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uklanjanja fosfora u svim pokusima bila je u rasponu 95 do 99%, a stopa uklanjanja u rasponu
od 1,9 do 2,5 mgP/gVSS h. Uspjesno uklanjanje fosfora pri visSim temperaturama (28,7 —
31,6°C) provodili su i Qiu i sur. (2019) uz 24 razli¢ita izvora ugljika (Seceri, alkoholi, VFA,
aminokiseline 1 karboksilne kiseline) s pocetnim KPK 300 mg/L 1 koncentracijom aktivnog
mulja (engl. Mixed Liquor Suspended Solids, MLSS) 2,0 g/L. VFA su se pokazali kao
najucinkovitiji izvori ugljika za unos P u stanice, a najdominantniji PAOs bio je Ca.
Accumulibacter. S njima u suglasju su i Shen i sur. (2017) koji su pokazali da je u pokusima
pri visoj temperaturi (30-32°C) acetat zasluzan za stabilni EBPR proces i stabilnu mikrobnu
zajednicu s Accumulibacter Clade IIC kao najzastupljenijim PAOs. Pokazano je da niZe
temperature negativno utjeCu na aktivnost mikrobne zajednice, pogotovo autotrofnih
nitrifikanata (Yao i sur., 2013), i da su amonijak oksidiraju¢e bakterije (engl. Ammonium
Oxidizing Bacteria, AOB) i nitrit oksidirajuce bakterije (engl. Nitirte Oxidizing Bacteria, NOB)
inhibirane pri temperaturi od 10 °C (Kim i sur., 2006). Ipak, Zou i sur. (2014) proveli su
uspjesno uklanjanje dusika pri nizim temperaturama (10 °C) s muljem aklimatiziranim na niske
temperature i uz dodatak vanjskog izvora ugljika. Uklanjanje fosfora bez nitrifikacije pri
temperaturi od 20 °C zahtijeva SRT (engl. Sludge Retention Time) od 2,5 dana, a pri duplo
nizoj temperaturi 4,5 dana (Nielsen i sur., 1999). Huang i sur. (2019) istrazivali su biolosko
uklanjanje nutrijenata u SBR reaktoru pri 10 °C 1 postigli uklanjanje amonijaka, ukupnog dusika
(TN, engl. Total Nitrogen) i ukupnog fosfora (TP, engl. Total Phosphorus) od 98,82%, 94,12%
i 96,04% pri SRT 60 dana uz Ca. Accumulibacter, Dechloromonas, Haliangium i Candidatus
Contendobacter s zastupljenoséu od 12,18%, 7,54%, 6,69% i 3,40%, te Nitrosomonas i
Nitrosopumilus s zastupljenos¢u od 0,36% i 0,0005%. Duzi SRT omogucuje obogacivanje
mulja denitrificiraju¢im fosfat akumuliraju¢im organizmima (engl. Denitrifying Polyphosphate
Accumulating Organisms, DPAOs) i1 ucinkovitu obradu pri nizim temperaturama. Li i sur.
(2019) takoder su postigli uspjesnu simultanu nitrifikaciju, denitrifikaciju i uklanjanje fosfora
u SBR reaktoru radnog volumena 5 L s ciklusom trajanja 6 sati i s KPK/N omjerom 6 pri
temperaturi 10 + 1 °C. Postigli su uklanjanje 89,6% TN i 97,5% TP uz SRT 25 dana i MLSS
3000 mg/L. Sposobnost PAOs (i to PAOII grupe) da provode denitrificirajuée uklanjanje

fosfora nitritnim putem omogucila je uspjesnost procesa.

2.2.2. Vrijeme zadrzavanja mulja i hidraulicko vrijeme zadrzavanja

SRT se prvenstveno smatra vaznim ¢imbenikom koji utjeCe na u¢inkovitost uklanjanja
hranjivih tvari (duSika i fosfora) i na karakteristike mulja, te na proizvodnju sekundarnih

onecis¢ujucih tvari (npr. duSikov oksid) u procesima bioloskog uklanjanja hranjivih tvari (engl.
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Biological Nutrient Removal, BNR). U literaturi je navedeno da visoki SRT (>30 dana) dovodi
do povecane potrebe za kisikom i poveéane potrosnje energije, dok vrlo niski SRT (<5 dana)
utjece na poviseni amonijak i poviSeni BPK u proc¢is¢enom efluentu (Srivastava i sur., 2023).
Stoga je uspostavljanje optimalnog SRT krajnji uvjet za zadovoljavanje svih Kkriterija,
ukljucujuéi ucinkovitu simultanu nitrifikaciju 1 denitrifikaciju (engl. Simultaneous
Nitrification-Denitrification, SND), konvencionalnu nitrifikaciju i denitrifikaciju, EBPR,

taloZenje, uklanjanje KPK, smanjenu potro$nju energije i nisku proizvodnju mulja.

Vrijeme zadrzavanja mulja (engl. Sludge Retention Time, SRT) utjece na u¢inkovitost
EBPR procesa jer se uklanjanjem mulja s akumuliranim fosforom postize uklanjane fosfora iz
otpadne vode. SRT potreban za uspjeSan EBPR proces iznosi 10 dana (Carrera i sur., 2001), a
ucinkovitost procesa pada rastom SRT (Ersu i sur., 2010) jer duzi SRT pogoduje GAOs vrstama
S§to moze negativno utjecati na ué¢inkovitost EBPR procesa. Ukoliko se osim uklanjanja fosfora
provodi i uklanjanje duSika, SRT ¢e ovisiti o spororastu¢im nitrifikantima, jer smanjenjem SRT
dolazi i do smanjenja ucinkovitosti uklanjanja dusika. Whang i sur. (2006) zakljucili su da
GAOs imaju nizu stopu rasta biomase od PAOs te stoga prevladavaju pri visim SRT

vrijednostima.

Hidrauli¢ko vrijeme zadrZavanja (engl. Hydraulic Retention Time, HRT) kao parametar
koji utje¢e na EBPR proces trebao bi iznositi 0,5-2 h u anaerobnom dijelu, 1-4h u anoksi¢nom
dijelu i 4-12 h u aerobnom dijelu za omogucavanje procesa otpustanja fosfora, denitrifikacije i

simultane nitrifikacije i unosa fosfora u stanice (Zhang i sur., 2016).

2.2.3. lzvor ugljika

Izvor ugljika utjeCe na sastav mikrobne zajednice §to ga ¢ini vaznim ¢imbenikom u
uklanjanju dusika i fosfora. PAOs vrste imaju sposobnost unosa VFA u stanice u anaerobnim
uvjetima Sto im daje prednost nad obi¢nim heterotrofnim mikroorganizmima (engl. Ordinary
Heterotrophic Organisms, OHOs), te VFA (pogotovo acetat i propionat) €ini esencijalnim za
uspjesan EBPR proces (Barnard, 2014). Fermentacija otpadne vode pogoduje PAQOs vrstama
zbog povoljnog omjera acetata i propionata (Oehmen 1 sur., 2005). Takoder, vrste izvora ugljika
utjeCu na kompeticiju izmedu PAOs i GAOs vrsti. NajceS¢e koriSten izvor ugljika u
laboratorijskim pokusima je acetat i pokazano je da daje najveci u¢inak uklanjanja P po jedinici
KPK (Hood i Randal, 2001). Prema PAOs modelu, potrebno je 24 mg acetata za prevodenje 1
mg fosfora u polifosfat (Smolders i sur., 1994), dok eksperimentalni podaci variraju od 8 do 25
mg. Inhibitorno djelovanje acetata na PAOs uoceno je u koncentracijama KPK visima od 700
mgO2/L na pocetku anaerobne faze u SBR reaktoru s trajanjem ciklusa 6 h jer ne dolazi do
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uklanjanja svog acetata u anaerobnoj fazi, te u aerobnoj fazi umjesto unosa fosfora u stanice
dolazi do troSenja acetata zbog cega ne dolazi do smanjenja koncentracije fosfora na kraju
procesa (Mrkonji¢, 2018). Acetat kao izvor ugljika koristi se ¢esto u laboratorijskim pokusima
jer je on naj¢es¢a VFA u uredajima za obradu otpadne vode. Razgradnjom glikogena 1
prijenosom fosfatne skupine s polifosfata na adenozin difosfat (ADP) nastaje adenozin trifosfat
(ATP) koji sluzi kao energija za aktivaciju acetata u PAOs stanici. Hidrolizom polifosfata dolazi
do otpustanja HoPO4-, K+ i Mg2+ u medij. Redukcijom acetoacetil-CoA pomoc¢u nikotinamid
adenin dinukleotida (NADH) formira se 3-hidroksibutiril-CoA. Obzirom na razli¢ite VFA
dostupne PAO vrstama kao izvori ugljika, dolazi 1 do formiranja razli¢itih PHA: poli-B-
hidroksibutirat (PHB), poli-hidroksivalerat (PHV) ili poli-B-hidroksi-2-metilvalerat (PH2MV).
Energija dobivena oksidacijom PHA u aerobnoj ili anoksi¢noj zoni koristi se za rast stanica,
formiranje glikogena i plifosfata. PAO mogu Koristiti i ciklus trikarboksilnih kiselina (TCA

ciklus) i glikolizu kao izvor reduciraju¢ih ekvivalenata (Zhou 1 sur., 2009).

Ucinkovito uklanjanje dusika i fosfora (88,8% 1 99,3%) u anaerobno-aerobno-
anoksi¢nom (engl. Anaerobic-Oxic-Anoxic, A-O-A) SBR reaktoru omoguceno je s produktima
fermentacije kao izvorima ugljika pri C/N <4. Nitrosomonas vrste zasluzne su za parcijalnu
nitrifikaciju, a Accumulibacter sudjeluju u uklanjanju fosfora iz otpadne vode (Liu i sur., 2017).
Propionat kao izvor ugljika pogoduje PAOs koji ga unose u stanice brze od GAOs vrsta i
jednostavnije prilagodavaju svoj metabolizam. U slucajevima kada je u otpadnoj vodi prisutna
kombinacija propionata i acetata PAOs vrste uspjeSno unose oba izvora ugljika, dok GAOs
preferiraju jedan izvor VFA. Osim VFA (acetat, propionat, butitrat, valerat), PAOs kao izvor
ugljika mogu koristiti 1 druge organske supstance poput karboksilnih kiselina, Secera i1
aminokiselina uz zadovoljavaju¢u uinkovitost procesa (Nielsen 1 sur., 2010). Provedena su
brojna istrazivanja utjecaja koncentracije natrijeva acetata kao izvora ugljika na uklanjanje
fosfora iz otpadne vode (Randal i Chapin, 1997; Oehmen i sur., 2005; Lopez-Vasquez i sur.,
2009).

2.2.4. Koncentracija otopljenog kisika
Koncentracija otopljenog kisika (DO, engl. Dissolved Oxygen) utjece na uc¢inkovitost

uklanjanja onecis¢enja iz otpadne vode utjecajem na mikrobni metabolizam i sastav mikrobne
zajednice. Postizanje u¢inkovite obrade otpadne vode sa §to manjim troskovima aeracije 1 bez
negativnog utjecaja na mikrobnu zajednicu ciljevi su brojnih istraZivanja. Koncentracija
otopljenog kisika utjeCe na kompeticiju izmedu PAOs i GAOs jer PAOs zbog veéeg afiniteta
prema kisiku imaju prednost nad GAOs pri niskim razinama DO (Carvalheira i sur., 2014).
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Ginige i sur. (2013) pokazali su da je smanjenje koncentracije DO s 2 na 0,8 mg/L povecalo
ucinkovitost uklanjanja fosfora te smanjilo stopu nitrifikacije zbog ogranic¢enja kisika. DO <1
mg/L je povoljan za provodenje istovremene nitrifikacije i denitirifikacije, ali i aktivnost PAOs

(Kuba, 1993; Hu i sur., 2002; Zhou i sur., 2010).

2.2.5. C/N omjer

Optimalni C/N omjer za simultano uklanjanje duSika i fosfora prema literaturnim
navodima varira od 7 do 20 (Meng i sur., 2008; Guo i sur., 2010; Lackner i sur., 2010; Mansouri
i Zinatizadeh, 2017). Otpadna voda s C/N omjerom veéim od 10 smatra se pogodnom za
simultanu nitrifikaciju 1 denitrifikaciju (Masoudi 1 sur., 2018), dok nizi omjer moze dovest do
manjka ugljika i negativnog utjecaja na proces (Kumari i sur., 2021). EBPR proces moze biti
koriSten za uspjesno uklanjanje fosfora (> 70%) i u otpadnim vodama visokog opterecenja
(KPK/P omjeri 25:1 do 10:1) (Bickers i sur., 2003; Broughton i sur., 2008). Nakupljanje GAOs
mikroorganizama pri KPK/P > 50:1 u otpadnim vodama niskog optere¢enja dovode do manje

uspjesnosti EBPR procesa (Oehmen i sur., 2007).

2.2.6. pH

Rezultati dosadasnjih istraZivanja potvrduju utjecaj pH na ucinkovitost EBPR procesa,
odnosno na kompeticiju izmedu PAOs 1 GAOs vrsti. Smolders i sur. (1994) uocili su povezanost
promjene pH vrijednosti s anaerobnim otpusStanjem fosfora i unosom acetata. Otpustanje
fosfora u odnosu na unos acetata rastao je s 0,25 na 0,75 P-mol/C-mol kada je pH rastao s 5,5
na 8,8 jer pri viSem pH postoji veca potreba za energijom za transport acetata koja se dobiva
hidrolizom polifosfata. Filipe i sur. (2001a) nisu uodili utjecaj pH (6,5 — 8,0) na unos acetata,
hidrolizu glikogena i akumulaciju PHA. pH raspon 6,5 — 8,0 pogoduje otpustanju fosfora, dok
vrijednosti iznad 8,0 negativno utjecu na u¢inkovitost procesa. Kao kriti¢na vrijednost odreden
je pH 7,25 (Filipe i sur., 2001b) zbog sastava mikrobne biomase u procesu. Vrijednosti nize od
7,25 pogoduju GAOs u odnosu na PAOs, dok vise vrijednosti idu u korist PAOs. Povec¢anjem
pH sa 6,5 na 8,0 unos acetata u GAOs opada s 0,21 na 0,11 mmol-C/mmol-C h. Pri pH 7,0
Zhang i sur. (2005) pokazali su uklanjanje 99,9% fosfora u SBR reaktoru s ciklusima od 8 h i
SRT 9 dana, dok pri pH 6,5 vrijednost uklanjanja P pada na 14%. Pad u€inkovitosti povezan je
s nedostatkom mikrobnih vrsti pri pH 6,5 koje su bile prisutne pri pH 7,0 (3-Proteobacteria,

Actinobacteria, Bacteriodetes/Chlorobi grupa, fotosintetske bakterije i Defluvicoccus).

Nguyen i sur. (2023) ispitivali su utjecaj pH na kulturu oboga¢enu Tetrasphaera PAO,
u rasponu pH od 6,0 do 8,0 u anaerobnim i aerobnim uvjetima u SBR uz natrijev kazein kao

15



izvor ugljika. Otkriveno je da su stope unosa i otpustanja fosfora rasle s porastom pH unutar
testiranog raspona, dok su proizvodnja PHA, potros$nja glikogena i stopa unosa supstrata bili

manje osjetljivi na promjene pH.

2.3.Uloga mikrobnih zajednica i procesnih ¢imbenika u istovremenom uklanjanju

dusika i fosfora

Udio i1 vrste PAOs, DPAOs, GAOs, DGAOs, nitrificiraju¢ih i denitirificirajuéih
bakterija klju¢ni su za uspjes$no istovremeno uklanjanje dusika i fosfora iz otpadne vode.
Promjenom procesnih ¢imbenika moguce je utjecati na funkcionalne mikroorganizme, a time 1
uspjesnost 1 stabilnost procesa (Wang i sur., 2021). U tablici 2 prikazani su funkcionalni

mikroorganizmi i njihove karakteristike.
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Tablica 2: Funkcionalni mikroorganizmi u uklanjanju N i P

Akceptori

elektrona

UnosCu

stanicu

Uklanjanje P

iz otpadne

vode

Uklanjanje N ' Literatura
iz otpadne

vode

PAOs

GAOs

DPAOs

DGAOs

AOB

NOB

Kisik, nitrit,

nitrat

Kisik

Nitrit, nitrat

Nitrit, nitrat

Kisik

Kisik

VFA, PHA

VFA, PHA

VFA, PHA

VFA, PHA

Da

Ne

Da

Ne

Ne

Ne

Oehmen i
sur.
Ne (2007),
Seviour i
sur. (2008)

Liu i sur.
(1996),
Seviour i
sur. (2008)

Ne

Zeng i sur.
(2003),
Oehmen i
sur. (2007)

Da

Lopez-
Da Vazquez i
sur. (2009)

Prosser
(1989),
Schmidt i
sur. (2003)

Da

Watson i
sur.
Da (1981),
Daimsii
sur. (2001)
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U istrazivanju simultanog uklanjanja dusika i fosfora postignuto je prosjecno uklanjanje
fosfora i duSika od 78 % 1 72 % (Arbabi i sur., 2012) uz optimalni KPK/TP 40. Tchobanoglous
I sur. (2004) kao optimalan omjer predlazu KPK/TP 33 jer pri niskom KPK dolazi do
kompeticije u anaerobnom reaktoru izmedu heterotrofa i PAOs za elektron donore ¢ime se
smanjuje ucinkovitost procesa. Vanjski izvor ugljika dodan u anaerobni reaktor poboljsava
uklanjanje fosfora i denitrifikaciju (Olsson i sur., 2005). Anaerobno/anoksi¢na faza u SBR
reaktoru u istrazivanju Akin i Ugurlu (2004) rezultirala je uklanjanjem oko 80 % POs-P, 98 %
NH4-N 197 % KPK tijekom 25 dana procesa 1 zakljuckom da je za u¢inkovito uklanjanje dusika
1 fosfora neophodna kratka anoksi¢na faza prije anaerobne. Denitrifikacija 1 uklanjanje fosfora
pri aerobnim i anoksi¢nim uvjetima uz razli¢ite izvore ugljika (etanol, acetat) i akceptore
elektrona (nitrat, nitrit i otopljeni Kisik) istrazili su Hu i sur. (2018). Najveca brzina
denitrifikacije postignuta je s acetatom (1,4 i 0,8 mg N/ g MLVSS h) u usporedbi s etanolom
(1,21 0,7 mg N/g MLVSS h) za NO3-N odnosno NO2-N kao akceptore elektrona. Uz acetat kao
elektron donor postignute su brzine otpustanja fosfora od 1,7, 7,8 i 3,5 mg P/g MLVSS h uz
kisik, NO3-N i NO2-N. Aktivnost PAOs vrsti u anoksi¢nim i aerobnim uvjetima inhibirana je
prisutnoS¢u NO2-N. Meinhold i sur. (1999) pokazali su potpunu inhibiciju anoksi¢nog unosa
fosfora pri 6-8 mg NO2-N/L, a 65% smanjenje brzine unosa fosfora u anoksi¢nim uvjetima pri
koncentracijama NO2-N ve¢ima od 12 mg/L uo¢eno je u istrazivanju Saito i sur. (2004). S druge
strane Ahn 1 sur. (2001), Hu 1 sur. (2003) 1 Sin i sur. (2008) nisu uo¢ili inhibiciju pri
koncentracijama 40, 35 i 25 mg/L.

Promjene u koncentracijama KPK, dusika i fosfora utje€u na proces obrade otpadne
vode $to su pokazali Wang 1 sur. (2021) u svom istrazivanju u SBR reaktoru radnog volumena
4 L pod A-O-A nacinom rada i ciklusima od 6,5 sati. Pokusi su provedeni u tri faze uz SRT 20
dana i sinteti¢ku otpadnu vodu. Postignuto je istovremeno uklanjanje ugljika, dusika i fosfora
(91,46 = 1,35%, 84,52 = 491% 1 90,38 £+ 3,63%) Cak 1 uz visoke pocetne koncentracije
nutrijenata. Povecanje koncentracije KPK, dusika i fosfora (400-800 mg/L, 40-80 mg/L i 20-4
mg/L) nije utjecalo na uklanjanje KPK, ali je smanjilo u¢inkovitost uklanjanja N i P. Razlog
tome mozZe biti inhibicija sinteze PHA pri visokim koncentracijama fosfora u anaerobnom dijelu
i time nedostatkom izvora energije za unos fosfora i denitrifikaciju u aerobnom dijelu. Analiza
mulja pokazala je prisutnost Proteobacteria i Bacteroidetes vrsti u pokusima $to je u suglasju s
ostalom literaturom (Zhang i sur., 2016; Hu i sur., 2018). Na razini roda dolazi do promjena u
ovisnosti o pocetnim koncentracijama KPK, dusika i fosfora. Iako je dominiralo istih 10 vrsti

(Candidatus  Accumulibacter, Acinetobacter, Dechloromonas, Thauera, Zoogloea,
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Acetobacter, Pseudomonas, Ferribacterium, Lactococcus i Ferruginibacter), njihova se
zastupljenost mijenjala u fazama pokusa. Obogacivanje mulja denitirificiraju¢im bakterijama,
PAOs i GAOs provedeno je s ciljem simultanog uklanjanja C, N i P u A-O-A vodenom rezimu
SBR reaktora (Liu i sur. (2020)). Sastav mikrobne zajednice u sastavu Proteobacteria i
Bacteroidetes dokazano uklanja organske spojeve, provodi denitrifikaciju i uklanjanje fosfora
(Liu i sur., 2017; He i sur., 2018), dok Candidatus Saccharibacteria dokazano uklanja organske
spojeve i provodi redukciju nitrata (Kindaichi i sur., 2016; Yan i sur., 2019). Uc¢inkovitost
uklanjanja KPK takoder je uvjetovano trajanjem ciklusa, a prekratki (4 sata) 1 predugi (12 sati)
ciklusi nisu povoljni za uklanjanje ugljika. Skra¢ivanjem ciklusa s 12 na 8 sati dolazi do manje
ucinkovitosti uklanjanja TN (s 84,64% na 80,95%) zbog smanjenje denitrifikacije. Utjecaj
duljine trajanja ciklusa (3 i 9 sati) u kombinaciji s razli¢itim C:N:P omjerima (100:5:2, 100:5:1,
100:10:1 1 100:10:2) na istovremeno uklanjanje ugljika, dusika 1 fosfora u 4 SBR reaktora (R1,
R2, R3 i R4) sa sinteticCkom otpadnom vodom, granuliranim muljem i glukozom kao izvorom
ugljika istrazivali su Sharma i Bhatti (2022). Najoptimalnija kombinacija obrade otpadne vode
pokazana je pri ciklusu od 9 sati i omjeru C:N:P 100:5:1 gdje je postignuto uklanjanje KPK,
NH3s-N i PO4-P od 95,7%, 99,6% i 90,31%. Pri istom omjeru uz krace trajanje ciklusa (3 sata)
takoder su postignuti zadovoljavajuci rezultati uklanjanja ugljika, dusika i fosfora (90%, 98,5%
i 84,5%). Pri svim C:N:P omjerima uz trajanje ciklusa 9 sati postignuto je zadovoljavajuce
uklanjanje NHs-N od prosjeéno 93%. Prijasnja istrazivanja kao optimalne duljine trajanja
ciklusa izdvajaju cikluse u trajanju 3-12 sati uz C/N 5-20 i C/P 25-100. Dobiveni rezultati u
suglasju su s rezultatima drugih istrazivac¢a poput Mansouri i Zinatizadeh (2017) koji su postigli
uklanjanje KPK, dusSika i fosfora od 93,5%, 79,2% 1 63,75% u otpadnoj vodi pocetnog KPK
1000 mg/L 1 vremenu trajanja ciklusa 6,5 sati. Za otpadne vode nizeg opterecenja (KPK oko
500 mg/L) zakljuceno je da su potrebni duzi ciklusi trajanja 10-12 sati (Zinatizadeh i sur., 2015;
Jaafari i sur., 2017).

Li 1 sur. (2020) istrazivali su interakcije izmedu PAOs i DPAOs vrsti s ciljem
optimiziranja efikasnosti uklanjanje duSika 1 fosfora. Aklimatizaciju mikroorganizama
provodili su u SBR reaktoru pri anaerobno-aerobnim (engl. Anaerobic-Oxic, A-O) i anaerbno-
anoksi¢nim (engl. Anaerobic-Anoxic, A-A) ciklusima (29 ciklusa u fazi | i 59 ciklusa faze 1) i
nakon aklimatizacije postigli zadovoljavajuce uklanjanje KPK, PO4-P i NO3-N od 85,34%,
93,64% i 92,34%. ldentifikacijom mikroorganizama pokazano je da je DPAOs zastupljen s
Accumulibacter, a PAOs s Acinetobacter vrstama. DPAOs vrste sudjelovale su u uklanjanju
POs-P i NOs-N, PAOs u uklanjanju PO4-P, a denitrifikanti u uklanjanju NOs-N. Anaerobno-
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anoksi¢no-aerobne (engl Anaerobic-Anoxic-Aerobic, A%0) konfiguracije reaktora za
provedbu EBPR procesa daju uspjesne rezultate uklanjanja fosfora ili istovremenog uklanjanja
dusika i fosfora. Temelje se na dodatku anaerobne zone ispred aerobne u A/O konfiguraciji §to
pogoduje PAOs vrstama ili dodatku anoksi¢ne zone izmedu anaerobne i aerobne ¢ime dolazi
do simultanog uklanjanja dusika 1 fosfora (Izadi i sur., 2020). Aktivnost DPAOs koji koriste
nitrate ili nitrite kao akceptore elektrona omogucava istovremeno uklanjanje dusika i fosfora uz
usStedu na energiji i smanjenom zahtjevu na KPK, te smanjenoj produkciji mulja (Zeng i sur.,
2011). Dostupnost elektron akceptora u mediju kriticna je za uspjeSno uklanjanje fosfora.
Koristenje SBR pogodno je za uspjesno provodenje uklanjanja fosfora, kao 1 istovremeno
uklanjanje dusika i fosfora. Lee i sur. (2001) postigli su 92% uklanjanja ukupnog organskoj
ugljika (engl. Total organic carbon, TOC), 88% uklanjanja dusika i 100% uklanjanja fosfora
dodatkom anoksi¢ne faze u sredinu aerobne faze ((AO)2SBR). Zakljuéili su da koncentracije

do 10 mgNO»-N/L ne utjece negativno na unos fosfata jer nitrit sluzi kao akceptor elektrona.

2.4.Utjecaj akceptora elektrona i izvora ugljika na denitrificirajuéu defosfataciju

Osim kisika, kao akceptori elektrona u EBPR procesu mogu sluziti nirati odnosno nitriti
uz anaerobno-anoksi¢ne uvjete rada i prisutnost DPAOs vrsta u mulju. Oni omoguéavaju
istovremenu denitrifikaciju i uklanjanje fosfora (Ahn i sur., 2002; Freitas i sur., 2005). Za
uspjeSan proces potrebni su anoksicni uvjeti 1 aktivnost enzima nitrat reduktaze. Jo§ jedna
prednost anaerobno-anoksi¢nog nadina rada u odnosu na anaerobno-aeroban nadin je u
smanjenoj potrebi na aeraciji 1 uStedi financijskih sredstava. Takoder, takav nacin rada generira
manju koli¢inu biomase aktivnog mulja zbog niZe brzina rasta mikroorganizama 1 zahtijeva
manju koli¢inu organskih spojeva. Istrazivanja pokazuju da je nitrit preferirani akceptor
elektrona u odnosu na nitrat zbog kraceg trajanja procesa i manje potrebe na organskim
sastojcima, ali on takoder djeluje kao inhibitor na odredene mikroorganizme prisutne u
aktivnom mulju (Saito i sur., 2004; Wang i sur., 2007). Inhibicija ovisi 0 njegovoj koncentraciji,
naéinu dodavanja u reaktor i sposobnosti adaptacije aktivnog mulja na nitrit. Kuba i sur. (1993)
zabiljezili su inhibiciju unosa fosfata pri koncentracijama nitrita 5-10 mg/L, ali su Ahn i sur.
(2001) pobili tu tvrdnju pokusima s 20-40 mg/L nitrata. Wang i sur. (2007) dokazali su
inhibitorno djelovanje 15 mg/L nitrita na anoksic¢an unos fosfora u stanice, a Saito i sur. (2004)
pokazali su vec¢u inhibiciju PAOs vrsti u aerobnim nego u anoksi¢nim uvjetima. Zhang i sur.

(2010) nisu uocili inhibiciju nitritima niti pri 45 mg/L uz acetat kao izvor ugljika, te je u toj
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situaciji zabiljeZzen unos 12,9 mgP/gMLSS. Udio slobodne nitritne kiseline iznosio je 0,007
mg/L, a autori su zakljucili da je pokus bio uspjesan zbog dugotrajne kultivacije mulja s nitritom
kao jedinim elektron akceptorom. lako koncentracija nitrita od 45 mg/L nije djelovala
inhibirajuce, kao optimalna koncentracija za uspjesan proces denitrificiraju¢e defosfatacije
istaknuta je koncentracija od 35 mg/L za pocetni KPK i fosfor 350 mg/L 1 8,5 mg/L. Zhou i sur.
(2010) postigli su maksimalnu brzinu unosa fosfora u stanice (8,76 mgP/gMLSS h) i
denitrifikacije nitrita (10,57 mgN/gMLSS h) pri pocetnoj koncentraciji nitrita 20 mg/L, a
najnizu (3,65 mgP/gMLSS h i 4,39 mgN/gMLSS h) pri 80 mg/L. Provedena su istrazivanja
uklanjanja fosfora uz pocetnu koncentraciju od 20 mgNO3-N/L i 20 mgNO2-N/L u anoksi¢nim
uvjetima pri anaerobno-anoksi¢no-aerobnoj konfiguraciji u kojima je N bio akceptor elektrona
(Jabari i sur., 2014). Uklanjanje dusika i fosfora bilo je uspjesno u oba slucaja (aktivnoséu
PAOs/DPAOs i AOB), no u pokusima s nitritom kao akceptorom elektrona postignut je veéi
anoksic¢ni unos fosfora u stanice, u odnosu na pokuse s nitratom. Pocetni KPK iznosio je 300
mg/L, TN 30 mg/L i P 9 mg/L, a SRT je iznosio 9 dana. Nitrat u EBPR procesu sluzi kao
akceptor elektrona za denitrificirajuc¢u defosfataciju, ali uzrokuje i inhibiciju otpustanja fosfora

u anaerobnim uvjetima.

PAOs koji kao akceptore elektrona koriste kisik i oni koji koriste Kisik i nitrat dijele se
u dvije skupine: (i) aerobni PAOs i (ii) denitrificiraju¢i PAOs (DPAOs) (Hu i sur., 2002). Iako
je nitrat moguci akceptor elektrona, rast PAOs je u tom slucaju manji za 70% u odnosu na rast
uz kisik kao akceptor elektrona. Da bi se DPAOs akumulirali u suvisku NOs-N nuZno je da
optereCenje nitratom premasSuje denitrifikacijski potencijal uobicajenih heterotrofnih
organizama. DPAOs vrste unose fosfor u stanice u obliku polifosfata u anoksi¢nim uvjetima
(Vargas i sur., 2011). Hu i sur. (2003) podijelili su ih u dvije skupine ovisno o akceptoru
elektrona. Prva skupina moze koristiti kisik i nitrat, a druga kisik, nitrat i nitrit kao akceptore.
Osim DPAOs vrsta u anaerobno-anoksi¢nim sustavima prisutne su i denitrificirajuci glikogen
akumuliraju¢i organizmi (engl. Denitrifying Glycogen Accumulating Organisms, DGAOs
(Rubio-Rincon i sur., 2017). Povoljnom koncentracijom aktivnog mulja za provodenje procesa
denitrificiraju¢e defosfatacije pokazana je koncentracija od 3-4 g/L, a povoljnim pH

vrijednostima vrijednosti ispod 8 kako bi se sprijecilo talozenje fosfora (Wang i sur., 2007).

Acetat 1 propionat naj¢es¢i su izvori ugljika u pokusima denitrificirajuc¢e defosfatacije
jer predstavljaju najzastupljenije VFA u otpadnim vodama (Vargas i sur., 2011). Brzina unosa
fosfata 1,5 puta je veca uz acetat u odnosu na propionat kao izvor ugljika u pokusima Vargas i

sur. (2011) Sto se pripisuje razlicitom sastavu PHA u ovisnosti od VFA. Takoder, izvori ugljika
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utjeCu 1 na unutarstani¢ne rezerve glikogena koje su vec¢e u pokusima s propionatom u odnosu
na acetat. ObjaSnjenje lezi u razlici u razgradnji glikogena koja iznosi 0,5 C-mol/C-mol za
acetat i 0,23 C-mol/C-mol za propionat (Oehmen i sur., 2010). Razli¢iti izvori ugljika
usmjeravaju mikrobnu zajednicu na razli¢itu zastupljenost odredenih PAOs vrsti s razli¢itom
ucinkovitosti. lako je proces uklanjanja fosfora u anaerobno-aerobnim uvjetima najucestaliji i
najistrazivaniji, proces bez anaerobne faze takoder je moguc¢ i provode se brojna istrazivanja na
tu temu (Ahn i sur., 2002; Pijuan i sur., 2005; Pijuan i sur., 2006; Wang i sur., 2008; Vargas i
sur., 2009). Pokazano je da PAOs unose VFA u stanicu u aerobnim uvjetima istovremeno
otpustajuci fosfat van stanice. Nakon iscrpljivanja VFA dolazi do unosa fosfata u stanice i rasta
PAOs. Istovremeno prisustvo elektron donora i akceptora u formi VFA i kisika dijeli proces na
dvije faze — fazu obilja i fazu gladovanja. U prvoj je vanjski supstrat dostupan, a u drugoj nije
(Beun i sur., 2000; Dircks i sur., 2001). Spomenute dvije faze su prema promjenama u
koncentraciji VFA, fosfata, PHA i glikogena istovjetne anaerobno-aerobnim fazama EBPR
procesa (Guisasola i sur., 2004). Nekonvencionalni PAOs poput Microthrix parvicella

vjerojatno je zasluzan za aerobno uklanjanje fosfora iz otpadne vode.

Nittami 1 sur. (2011) su istrazili kako razlicita temperatura (10, 15, 20, 25 1 30 °C), pH
(6, 7, 8 i 9) i koncentracija otopljenog kisika (0,5, 2,0 i 3,5 mg/L) djeluju na sposobnost
uklanjanja fosfora pri aerobnim uvjetima, uz acetat kao izvor ugljika. Optimalni rezultati unosa
fosfora u stanice postignuti su pri 25 °C i pH 8, a otpustanje fosfora pri 20 °C. Koncentracija
DO od 0,5 mg/L 1 2,0 mg/L rezultirala je s maksimalnom koli¢inom otpustenog i unesenog
fosfora, dok su minimalne koli¢ine zabiljeZene pri koncentraciji 3,5 mg/L. Izvor ugljika
1znimno je vazan za uspjeSnost procesa i vec¢ina istraZivanja se provode s actetaom, glukozom
i propionatom. Pijuan i sur. (2006) istrazivali su sposobnost PAOs vrsti uz acetat kao izvor
ugljika i aerobne uvjete u trajanju od 11 dana. Fluorescencijska in situ hibridizacija (engl.
Fluorescence In Situ Hybridization, FISH) analizom ustanovili su da je zastupljenost PAOs i
GAOs vrsti jednaka kao i u anaerobno-aerobnim pokusima. Tijekom 11 dana aerobnih pokusa
proizvodnja PHB je bila konstantna, a razgradnja i formiranje glikogena je smanjena Sto
pokazuje da PAOs u aerobnim uvjetima mogu sintetizirati sli¢cnu koli¢inu PHB bez koristenja
iste koli¢ine glikogena kao u anaerobnim uvjetima u konvencionalnom EBPR procesu. U
aerobnim uvjetima PAOs viSe koriste ciklus trikarboksilnih kiselina. Iako je uz acetat kao izvor
ugljika omoguceno uklanjanje fosfora, sposobnost PAOs je opadala s viemenom. Osim acetata,
1 glukoza se koristi kao izvor ugljika. Ipak, koriStenjem glukoze dolazi do prekomjernog

nagomilavanja GAOs u odnosu na PAOs i time narusavanja ucinkovitosti uklanjanja fosfora
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(Zhang 1 sur., 2005). Razlika izmedu acetata 1 propionata kao izvora ugljika je sastav PHA:
acetat se uglavnom skladisti u obliku polihidroksi butirata (PHB), dok se propionat skladisti
kao polihidroksi valerata (PHV) i poli-p-hidroksi-2-metilbutirat (PH2MV) (Randall i Liu.,
2002). Propionat se pokazao kao povoljan izvor ugljika za uklanjanje fosfora pri striktno
aerobnim uvjetima. Vargas 1 sur. (2009) proveli su istrazivanje u striktno aerobnim uvjetima
nakon 5 mjeseci anaerobno-aerobnih uvjeta rada i postigli su stabilno uklanjanje fosfora kroz
46 dana. Zabiljezili su faze obilja i gladovanja, te smanjeno koristenje glikogena u odnosu na
anaerobno-aerobne cikluse. FISH analizom ustanovljena je manja zastupljenost
Accumulibacter vrsti (50% u odnosu na 70% u anaerobno-aerobnim uvjetima), dok je udio

Competibacter ostao isti (manje od 1%).

2.5.Kompetitivna dinamika izmedu PAOs i GAOs mikroorganizama

PAOs odlikuje dobro taloZenje u aktivnom mulju uz klustere vece od 0,5 um (Ujang i
sur., 2002). Najpoznatiji PAOs — Candidatus Accumulibacter jo$ uvijek nije izoliran kao Cista
kultura (Dorofeev i sur., 2020). lako se dugo vremena smatralo da prisustvo GAOS vrsti
onemogucava ucinkovito uklanjanje fosfora, novija istraZzivanja ukazuju na slu¢ajeve u kojima
je uspjesno provodenje stabilnog EBPR procesa omoguéeno 1 uz visoku zastupljenost GAOs
(Nielsen 1 sur., 2019). GAOs vrste znacajnije utjecu na ishode EBPR procesa u laboratorijskim
uvjetima, nego na rezultate s uredaja za obradu otpadnih voda. Hipoteza je da ¢e GAOs biti
prisutni u slucajevima s visokim C/P omjerom. Osim aerobnih PAOs koji koriste kisik kao
akceptor elektrona u procesu uklanjanja fosfora, postoje i DPAQOs koji mogu Koristiti i
nitrat/nitrit kao elektron akceptore, te su iznimno bitni u istovremenom uklanjanju dusika i
fosfora bez potrebe za dodatnim vanjskim izvorom ugljika 1 uz manju aeraciju $to znacajno
utjeCe na ekonomsku racunicu (Dorofeev i sur., 2020). Takoder, anoksi¢ni uvjeti pogoduju

DPAOs vrstama zbog aktivacije enzima nitrat reduktaze.

Ukoliko su uvjeti za to omoguceni, PAOs u stanice mogu unijeti do 0,38 mgP/mgVSS
(Lopez-Vasquez i sur., 2020), u odnosu na OHO koji unose 0,023 mgP/mgV'SS (Metcalf i Eddy,
2003). Potrebno je osigurati anaerobne uvjete na pocetku procesa s dovoljnom koncentracijom
VFA u otpadnoj vodi, te aerobnu/anoksi¢nu zonu nakon toga. Medutim, te vrijednosti se u
praksi kre¢u izmedu 0,06 1 0,15 mgP/mgVSS zbog koegzistencije PAOs, OHO 1 GAOs (Henze
i sur., 2008). Specifi¢ni uvjeti za rast PAOs potrebni su i zbog 13% manjeg prinosa PAOS u

usporedbi s OHO. Ukoliko su uvjeti povoljni PAOs ¢ine 1 do 40% organizama prisutnih u
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aktivnom mulju, te imaju sposobnost uklanjanja 10-12 mgP/L po 500 mgKPK/L u influentu
(Henze i sur., 2008). Brojni su ¢imbenici koji utjeCu na zastupljenost PAOs i GAQOs vrsti u
aktivnom mulju (Zhang i sur., 2011) — temperatura, izvor ugljika, pH vrijednost, SRT, DO.
Niza temperatura (5-20°C) pogoduje PAOs, a temperature iznad 25°C pogoduje GAOs i
njihovom uc¢inkovitijem koristenju glikolitickog puta. Mjesovit izvor ugljika (acetat + propionat
u omjeru 50-50 ili 75-25%) pogoduje PAOs, kao i nizi omjer KPK/P (10-20 mg/mg) (Lopez-
Vasquez i sur., 2009). Pri pH vrijednostima iznad 7,25 prednost pri unosenju VFA pokazuju
PAOs, a vrijednosti ispod 6,5 djeluju inhibitorno na njihov rast. Visoki SRT pogoduje GAOs
vrstama i nitrifikantima u odnosu na PAOs vrste. Vrijednosti otopljenog kisika manje od 3 mg/L
pogoduju PAOs. Prisustvo GAOs vrsti ne mora nuzno znaciti neuspjeSno provodenje
naprednog uklanjanja fosfora. Problem predstavlja njihovo uno$enje VFA u stanice u
anaerobnim uvjetima bez akumulacije poliP u aerobnim uvjetima u suvisSku. Ipak, na uredajima
za proCiS¢avanje otpadnih voda prisustvo GAOs vrsti ukazuje na prisutnost fermentabilnog
supstrata 1 suviska kratkolan¢anih masnih kiselina, te su bitni za redukciju NO3z-N. Opcenito
govoredi, sustav s acetatom kao izvorom ugljika, s pH vrijednostima ispod 7 1 temperaturom

iznad 30°C pogoduje rastu GAOs (Izadi i sur., 2020).

UspjeSsan EBPR proces ovisi o prisutnosti PAOs vrsti. NajistraZzeniji PAOs je
Candidatus Accumulibacter phosphatis. Identificirano je 14 ,,clades® na temelju molekularnih
analiza ppkl gena (polyphosphate kinase 1) (Roy i sur., 2021). Naprednim molekularnim
tehnikama identificirani su i drugi navodni PAOs poput Tetraspharea, Dechloromonas,
Microlunatus phosphorus, Tessaracoccus, Candidatus Obscuribacter koji se razlikuju po
morfologiji, poZeljnim izvorima ugljika 1 brzini rasta. UoCena je vaZnost mikroorganizama
bitnih za fermentaciju, hidrolizu, nitrifikaciju i denitrifikaciju u EBPR procesima, medutim
potrebna je njihova detaljnija analiza. Njihova prisutnost u uredajima za obradu otpadnih voda
nije znacajna Sto oteZava identifikaciju i istraZivanje utjecaja na proces, kao i utjecaja cimbenika
procesa na mikroorganizme (Lawson i sur., 2015). Sekvencioniranje omogucava identifikaciju
onth mikroorganizama za koje nije moguce kulitiviranje. Ipak, ni te metode nisu bez
ogranic¢enja. Uobicajeno koristeni primeri (pocetnice) za odredivanje PAOs i GAOs pokazuju

malu specifi¢nost za Micropruina i Microlunatus vrste (Roy i sur., 2021).

lako je metabolizam PAQOs povezan s anaerobnim unosom ugljika, provedena su
istrazivanja koja su dokazala unos VFA u anoksi¢nim uvjetima, odnosno provodenje uspjeSnog
EBPR procesa pod anoksi¢nim/aerobnim uvjetima uz acetat ili propionat kao izvore ugljika

(Cokro i sur., 2017). Potrebno je provoditi daljnja istrazivanje biokemijskih puteva
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mikroorganizama bitnih za EBPR proces kako bi se omogucilo optimiziranje uvjeta rada u
skladu s Zeljenim ishodima procesa. Za uspjesnu optimizaciju i stabilnost EBPR procesa
klju¢no je uzeti u obzir sve prisutne vrste mikroorganizama, njihove medusobne interakcije,

razli¢ite izvore ugljika koje koriste, razlicite akceptore elektrona i uvjete rada.

2.6. Endogena denitrifikacija

U bioloskim sustavima za obradu otpadnih voda, denitrifikacija se obicno odvija
aerobno (s kisikom) ili anoksi¢no (bez kisika) pomocu denitrificiraju¢ih bakterija. Medutim, u
endogenoj denitrifikaciji, denitrifikacija se odvija pod anaerobnim uvjetima Koristeci
unutarstani¢no pohranjenu organsku tvar koja sluzi kao donor elektrona za denitrifikaciju kada
su vanjski izvori ugljika ograniceni. Unutarstanic¢ni izvori ugljika poput PHA 1 glikogena
smatraju se prikladnima za endogenu denitrifikaciju (Vocks i sur., 2005; Lu i sur., 2021).
Endogena denitrifikacija pruza nekoliko prednosti u bioloSkim sustavima za obradu otpadnih

voda (Liu i sur., 2021; Li i sur., 2022):

(1) omogucuje uklanjanje dusika ¢ak i kada su vanjski izvori ugljika ograniceni,

(i)  povecava ukupnu ucinkovitost uklanjanja dusika u postrojenjima za obradu
otpadnih voda i

(ili)  pomaze u smanjenju operativnih troskova povezanih s osiguravanjem vanjskih

izvora ugljika za denitrifikaciju.

Medutim, ucinkovitost endogene denitrifikacije moze biti ograni¢ena raspoloZivoscu
intracelularnih organskih supstrata te osjetljiva na varijacije u sastavu otpadnih voda,
temperaturne uvjete 1 hidraulicko vrijeme zadrzavanja. Optimizacijom trajanja anaerobne faze,
kojom se povecava unutarstani¢no skladistenje ugljika pomo¢u GAOs, moguce je znacajno
poboljsati u€inkovitost endogene denitrifikacije. Preporucuje se zavrSetak anaerobne faze pri
najvis$oj koncentraciji PHA kako bi se postigao maksimalni denitrifikacijski potencijal bez

vanjskih izvora ugljika (Ding i sur., 2022).

Prethodna istraZivanja pokazala su da se u sustavima koji se oslanjaju na endogenu
denitrifikaciju, bilo da se radi o Sarznim (SBR) ili kontinuiranim proto¢nim reaktorima, moze
posti¢i vise od 90% uklanjanja ukupnog anorganskog dusika (TIN) iz razli¢itih vrsta otpadnih
voda, ukljucuju¢i komunalne otpadne vode i procjedne vode deponija. Ovakva visoka

ucinkovitost zabiljeZena je ¢ak i pri niskom omjeru ugljik/dusik (C/N = 1-6) (Miao i sur., 2015;

25



Miao i sur., 2016; Zhang i sur., 2018). Brzina endogene denitrifikacije (0,2—-0,6 mgN/(gVSS-h))
niza je u usporedbi s denitrifikacijom potaknutom vanjskim izvorima ugljika (Gao i sur., 2020).
Zbog toga je u postoje¢im sustavima s endogenom denitrifikacijom potrebno hidraulicko

vrijeme zadrzavanja (HRT) od 7 do 16 sati u anoksi¢nim zonama (Feng i sur., 2021; Gao i sur.,
2020).

Anaerobno—aerobno—anoksi¢ni proces (Gao i sur., 2020; Li i sur., 2014; Zhao i sur.,
2018), u kombinaciji s ,,feast—famine™ (hranjenje—gladovanje) ciklusom, poti¢e endogenu
denitrifikaciju pospjeSujuci skladiStenje i1 iskoriStavanje unutarstani¢nih izvora ugljika (Bernat
1 sur., 2008). Uloga DGAOs posebno je vazna viSe od 80% vanjskog organskog ugljika iz
otpadne vode GAOs uéinkovito skladiSte u anaerobnoj fazi (Zhang i sur., 2018). U post-
anoksi¢nim fazama A-O-A procesa, endogena denitrifikacija postize vise od 85% ucinkovitosti
uklanjanja dusika smanjujuci koncentracije nitrata i nitrita nastalih u aerobnoj zoni (Miao i sur.,
2016). Detalji A-O-A procesa dani su u tablici 3. Prednosti A-O-A procesa posebno su izrazene
pri niskom omjeru C/N (1-4), ¢ime se osigurava djelotvorno uklanjanje dusika i u uvjetima
ograni¢ene dostupnosti ugljika (Zhao i sur., 2019; Gao i sur., 2022). ,,Feast—famine* ciklus u
A-O-A procesu takoder pogoduje ucinkovitoj defosfataciji (Oehmen 1 sur., 2007). Prikaz
promjena koncentracija KPK, POs-P, NHs-N, NO3-N u A-O-A procesu dan je na slici 5.

Anaerobna faza Aerobna faza Anoksicna faza

—

~
~
e e e o ——

\N Hye-N

-

- o e e ww ww owwl — w— w— w w

vrijeme

Slika 5. Prikaz promjena koncentracija C, N i P (preuzeto i prilagodeno od (Bai i sur., 2023))
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Tablica 3: Mikroorganizmi, glavne aktivnosti i spojevi/metaboliti u anaerobno-aerobno-

anoksi¢nom procesu (preuzeto i prilagodeno od Luan i sur., 2024)

N . - - Kljuéni
Uvjeti Mikroorganizmi | Glavne aktivnosti o o
spojevi/metaboliti
. ) Ugljik, ATP,
Akumulacija unutarstani¢nog C, )
| PAOs, DPAOs ' glikogen, PHA,
Anaerobni otpustanje PO,-P _
fosfati
. ' Ugljik, ATP,
GAOs, DGAOs | Akumulacija unutarstani¢nog C )
glikogen, PHA
o _ Fosfati, PHA,
PAOs, DPAOs Uklanjanje PO,-P iz vode ) _
polifosfati
TroSenje PHA za rast i obnavljanje ]
GAOs, DGAOs ] ] PHA, glikogen
zaliha glikogena
Aerobni Amonijak (NH,"),
AOB/NOB Nitrifikacija (NH,* — NO3") nitrit (NO;"), nitrat
(NOs7)
) o N Nitrat (NO3™), nitrit
Aerobni Denitrifikacija (redukcija NOs~ do
o ) ) o (NO2"), kisik, dusik
denitrifikanti N) pod aerobnim uvjetima
(N2)
S o Nitrat (NO3"), nitrit
DPAOs Denitrifikacija i uklanjanje fosfata )
(NOy"), fosfati, PHA
o Nitrat (NO37), nitrit
. Denitrifikacija (NO3;™ — NO,;™ —
Anoksicnl | DGAOs Ny (NO;"), PHA,
: glikogen
S Nitrat (NO37), nitrit
Anoksi¢ni Potpuna denitrifikacija (NO3;~ —
- (NO,"), ugljik, dusik
denitrifikanti NO,™ — N,)
(N2)

Glavni mikroorganizmi zasluzni za proces endogene denitrifikacije su bakterije koje

pripadaju rodovima poput Pseudomonas, Paracoccus, Achromobacter i drugi. Ove bakterije
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posjeduju enzime potrebne za denitrifikaciju i mogu koristiti unutarstani¢ne zalihe organske
tvari za energiju. Glavni unutarstani¢ni izvori ugljika koje mikroorganizmi koriste za
denitrifikaciju su intracelularni polimeri, poput polihidroksialkanoata (PHA) i glikogena. Ovi
polimeri nastaju tijekom razlicitih bioloskih procesa, poput anaerobne fermentacije organskih
tvari. Endogena denitrifikacija naj¢esce se javlja u anaerobnim uvjetima, kada je koncentracija
kisika u vodi niska ili odsutna. Takoder, prisutnost nitrata i unutarnjih izvora ugljika klju¢na su

za poticanje ovog procesa.

Proces parcijalne nitrifikacije endogene denitrifikacije i uklanjanja fosfora (engl. Partial
Nitrification Endogenous Denitrification and Phosphorus Removal, PNEDPR) postize
uc¢inkovito uklanjanje nutrijenata iz komunalne otpadne vode niskog C/N omjera bez dodavanja
vanjskog izora ugljika. Ipak, limitiran je dugackim HRT i niskom brzinom specificne endogene
denitrifikacije (rNO2) (zZhao i sur., 2019). Denitrifikacijskim uklanjanjem fosfora (engl.
Denitrification Phosphorus Removal, DPR) sa simultanom parcijalnom nitrifikacijom-
endogenom denitrifikacijom (engl. Simultaneous Partial Nitrification- Endogenous
Denitrification, SPNED) u single-sludge SBR postignuto je uklanjanje TN (90,8%) pri niskim
DO (Du i sur., 2019). Mikroorganizmi Dechloromonas (6,7%) dominirali su u DPR procesu, a
Nitrosomonas (4,5%), Candidatus Competibacter (6,8%) i Nitrospirae (1,4%) u SPNED
procesu. Kako bi se postigao DPR-SPNED pokusi su vodeni pod anaerobnim (180 min) i nisko
aerobnim uvjetima (150 min, DO < 1,0 mg/L). KPK uklanjanje veéinom je zavrSeno u
anaerobnoj fazi. KPKinta efikasnost je iznosila u prosjeku 86,5% S$to pokazuje da je osigurano
dovoljno ugljika za endogenu denitrifikaciju i uklanjanje P. PO4-P u efluentu pao je s 3,0 na 0,1
mg/L. Aerobnom nitrifikacijom i endogenom denitifikacijom postignuto je uklanjanje TN od
88,7% (SND efikasnost od 69,0 + 6,6%). Brzina akumulacije nitrita iznosila je 31,8%,
vjerojatno zbog prevladavajué¢ih AOB, a ne NOB organizama. Uvodenjem anoksi¢ne faze doslo
je do poboljsanog uklanjanja nutrijenata. DPR-SPNED omogucava smanjenje potroSnje

energije za oksidaciju KPK i nitrifikaciju, te izbjegavanje dodavanja dodatnog ugljika.

Istrazivano je uklanjanje duSika u Sarznom biofilm reaktoru s pritokom supstrata (engl.
Sequencing Batch Biofilm Reactor, SBBR) reaktoru pod A-O-A nacdinom rada (Zhang i sur.,
2019). A/O/A nacin rada pogoduje anammox bakterijama u kompeticiji s heterotrofnim
bakterijama zbog unosenja organskih tvari u obliku PHA tijekom anaerobne faze. C/N omjer
bio je 2,8 £ 0,5. Mikroorganizmi sa sposobnos¢u transformacije organskih tvari tijekom
anaerobne faze mogu provoditi i endogenu denitrifikaciju u anoksi¢noj fazi. Anaerobni pred

tretman bitan je za proces parcijalne nitrifikacije-anammox (engl. Partial Nitrification-
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Anammox, PNA) jer se tijekom njega KPK pohranjuje u obliku PHA, ogranicavajuci
kompeticiju denitificiraju¢ih bakterija i anammox bakterija za nitrit. Tijekom aerobne faze
dolazi do stvaranja oksi¢no-anoksi¢nog mikro okoli$a unutra biofilma ¢ime se poboljSava PNA.
Anoksic¢na faza inhibira NOB, dok aktivnost AOB ostaje konstantna. Takoder, pod anoksi¢nim

uvjetima dolazi do endogene denitifikacije.

Zhao i sur. (2019) proucavali su kompeticiju izmedu PAOs i GAOs i uklanjanje N i P.
Nakon balansiranja odnosa PAOs-GAOs omoguéeno je ucinkovito uklanjanje nutrijenata u
PNEDPR-SBR s reakcijskim vremenom 7 h. Visoke koncentracije PHA u GAOs skladiStene u
anaerobnoj fazi sluze kao izvor ugljika za endogenu denitrifikaciju. Za provodenje endogene
denitrifikacije zaduzeni su Candidatus Competibacter, a za uklanjanje P Candidatus
Accumulibacter i Tetrasphaera. Peng i sur. (2021) istrazivali su parcijalnu/djelomi¢nu koja je
bila ucinkovita kada je C/N bio manji od 5,50, a inhibirana kada je C/N bio ve¢i od 8,25.
Rezultati su pokazali da je povecanje C/N Stetno za PD. Promatrane su varijacije u unosu i
otpustanju fosfora pod razli¢itim C/N omjerima. Kada je C/N bio nizi od 4,13, nedostatak izvora
ugljika doveo je do nepovoljnog polozaja PAOs u konkurenciji s denitrificiraju¢im bakterijama,
Sto je rezultiralo time da gotovo ne dolazi do uklanjanja fosfora. S druge strane, kada je C/N
bio veéi od 4,13, inhibicija slobodne nitratne kiseline (engl. Free Nitrous Acid, FNA) na PAOs
utjecala je na performanse uklanjanja fosfora. Osim toga, sposobnost otpustanja fosfora bila je
inhibirana kod svih C/N omjera, ali je primije¢ena slaba inhibicija PAO-a s porastom C/N, §to
je rezultiralo znacajno ve¢om koli¢inom oslobodenog PO4—P pri visim C/N omjerima. Gao i
sur. (2020) istrazivali su uklanjanje dusSika endogenom denitrifikacijom u komunalnoj otpadnoj
vodi s nikim C/N omjerom uz anaerobno-aerobno-anoksi¢an proces. Smanjenje koncentracije
KPK vec¢inom se dogadalo u anaerobnoj i aerobnoj zoni. Uoceno je 1 povecanje koncentracije
PHA i smanjenje koncentracije glikogena Sto ukazuje na GAOs organizme koji skladiSte PHA
konzumiranjem glikogena i KPK u anaerobnoj zoni. U aerobnoj zoni koncentracija KPK
nastavljala je padati, a glikogena rasti. Amonijak se oksidirao do nitrata 1 nitrita. U anoksi¢noj
zoni ukupna koli¢ina intracelularno pohranjenog KPK je padala, kao i NO2-N $to ukazuje na
ED. Visoka u¢inkovitost uno$enja KPK imala je pozitivan u¢inak na SND i ED §to je rezultiralo

niskom koncentracijom NOx-N u efluentu.

Nedavna istrazivanja ukazuju da u post-anoksi¢nim zonama velikih postrojenja za
obradu otpadnih voda dusSik uklonjen uz pomo¢ unutarstani¢nih izvora ugljika doprinosi
priblizno 30% ukupnoj ucinkovitosti uklanjanja, ¢ime se znafajno smanjuje potreba za

dodatnim vanjskim izvorima ugljika (Liu i sur., 2021; Li i sur., 2022).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Aktivni mulj

Aktivni mulj s lokalnog uredaja za prociS¢avanje otpadnih voda grada nakon
obogacivanja s fosfat akumuliraju¢im vrstama (engl. Phosphate Accumulating Organisms,
PAOs) uporabljen je za istrazivanje uklanjanja C, N 1 P iz otpadne vode niskog omjera C/N u
anaerobno-aerobno-anoksi¢nom procesu uz endogenu denitrifikaciju. FISH metodom dokazana

je prisutnost funkcionalnih mikroorganizama u aklimatiziranom mulju.

Pokusi uklanjanja C, N i P u anaerobno-aerobno-anoksi¢nom procesu uz endogenu

denitrifikaciju provedeni su s ciljem da se definira:

o uloga — doprinos duze anaerobne zone, ili potpuni izostanak, u kojoj se
zbiva unutarstani¢ni unos hlapljivih masnih kiselina iz vodenog medija i pohranjivanje
u obliku skladi$nih polimera — polihidroksialkanoata (engl. polyhydroxyalkanoates,

PHAS), kao i otpustanje fosfata iz PAOs u vodeni medij

o unutarstani¢ni aerobni i anoksi¢ni unos fosfata i pohranjivanje u obliku
polifosfata
o uloga — doprinos produzene anoksi¢ne zone u kojoj se zbiva post-

denitrifikacija odnosno endogena denitrifikacija

o uéinkovitost uklanjanja C, N i P pri odabranom rezimu rada —
konfiguraciji procesa

o rezim rada/konfiguracija procesa za u¢inkovito uklanjanje C, N 1 P kroz
probir procesnih ¢imbenika

o uloga procesnih ¢imbenika, poput: raspolozivi elektron donori — natrijev
acetat, i1 elektron akceptori — NO2-N i/ili NO3z-N na ucinkovitost procesa uklanjanja C,
NiP

3.1.2. Otpadna voda — sintetska podloga

U pokusima je koriStena sintetska podloga — sintetska otpadna voda priredena otapanjem
soli u vodovodnoj vodi: 2 g/L (NH4)2SO4; 1 g/L KH2POg4; 0,4 g/L FeSOg4; 0,5 g/L MgSQOg; 0,4
g/L NaCl; 1 g/L MgCOg; 1 g/L CaCOs (sve soli proizvod tvrtke Merck, Njemacka). Sintetska
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otpadna voda je nakon 24 sata stajanja pri sobnoj temperaturi filtrirana kroz filter papir veli¢ine

pora 0,45 pm, ¢uvana u plastiénom spremniku i korisStena u pokusima.

Za potrebe korekcije pH dodavani su 2M NaOH ili 2M HCI, priredene od kemikalija p.

a. Cistoce, proizvod tvrtke Kemika.

Otopina elemenata u tragovima, dodana u koli¢ini 1 mL/L, nacinjena je od: EDTA
10g/L, FeClz1,59g/L, H3BO30,15¢g/L, CoCl>-7H2.0 0,15¢g/L, CuSO45H.O 0,03 g/L,
MnCl,-4H20 0,06 g/L, NaMoQ4-2H-0 0,06 g/L, ZnSO4-7H,0 0,12 g L%, K1 0,18 g/L.

3.1.3. Donori i akceptori elektrona — izvor ugljika i NO2-N i NO3z-N

Pokusi su provedeni uz natrijev acetat kao izvor ugljika, koji je dodan u odgovarajucoj
koli¢ini za odabrani ciljani omjer C/N, odnosno C/P. Natrijev acetat p.a., proizvod je tvrtke

Merck, Njemacka.

Za odabrani omjer C/N odnosno N/P kao elektron akceptori dodani su NOs-N i NO2-N
u odgovarajucoj koli¢ini pripremljeni kao otopine KNO3 i NaNO: (proizvodi tvrtke Merck,

Njemacka).

3.1.4. Aparatura i pribor

Pokusi karakterizacije aktivnog mulja s lokalnog uredaja za procis¢avanje otpadnih
voda grada provedeni su u SBR reaktoru laboratorijskog mjerila (Slika 6), radnog volumena 2
L. Bioreaktor je opremljen mijesalicom, a pri dnu reaktora nalazi se difuzor preko kojeg se
upuhuje zrak, za opskrbu otopljenim kisikom. Na poklopcu reaktora nalaze se otvori za
kisikovu i pH elektrodu, za doziranje kiseline ili luzine u svrhu korekcije pH vrijednosti, kao i
otvori za uzimanje uzoraka i dodavanje otpadne vode ili drugih supstrata, te otvor za izlaz

plinova.

Nitrifikacija je provedena u aerobnim uvjetima pri DO>2 mg/L, a denitrifikacija u
anoksi¢nim uvjetima pri 0,5<DO<1 mg/L. U pokusima anaerobnog unosa organskih sastojaka

1 otpustanja POs-P, anaerobni uvjeti ostvareni su propuhivanjem plina dusika.
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Slika 6. Shematski prikaz bioreaktora za pokuse karakterizacije aktivnog mulja s lokalnog
uredaja za prociS¢avanje otpadne vode grada (1 — spremnik influenta, 2 — pumpa influenta, 3 —
mijesalica, 4 — pH metar, 5 — DO metar, 6 — pumpa efluenta, 7 — spremin influenta, 8 — mjesto

uzorkovanja, 9 — ulaz influenta, 10 — difuzor za zrak)

U laboratorijskom SBR reaktoru radnog volumena 5 L, u anaerobno-aerobnom rezimu
rada provedeno je obogacivanja mulja PAOs vrstama uz odabir povoljnih procesnih uvjeta.
Omijer ugljika i fosfora bio je u rasponu 10-20, pH vrijednost bila je izmedu 7,25 i 8,0, a
temperatura izmedu 10-20 °C, uz acetat kao izvor ugljika, vrijeme zadrzavanja mulja < 10 dana

i otopljeni kisik u rasponu 0,15-3 mg/L.

Pokusi uklanjanja C, N i P u anaerobno-aerobno-anoksi¢cnom rezimu uz endogenu
denitrifikaciju provedeni su u SBR reaktoru radnog volumena 2 L, pri odabranim rezimima

rada.

Pokusi u kojima je odredena kinetika aktivnosti mikrobnih vrsta za uklanjanje C, N i P
za odabrani rezim rada — konfiguraciju sustava anaerobno-aerobno-anoksi¢nog vodenja procesa
uz endogenu denitrifikaciju provedeni su u laboratorijskim ¢asama volumena 800 mL, radnog

volumena 600 mL, kao Sarzni pokusi (Slika 7) u aerobnim uvjetima za nitrifikaciju i unos
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fosfata, anoksi¢nim uvjetima za denitrificirajucu defosfataciju i endogenu denitrifikaciju, te

anaerobnim uvjetima za otpustanje fosfata i unos acetata.

Laboratorijske ¢ase su postavljene na magnetske mijesalice i stalno je motrena
vrijednost pH, temperature 1 koncentracije otopljenog kisika na nacin da su u laboratorijsku
¢aSu uronjene kisikova i pH elektroda. U aerobnim uvjetima odrzavana je vrijednost otopljenog
kisika DO > 2 mg/L ostvareno propuhivanjem zraka iz kompresora kroz mjerac protoka zraka
preko filtera za zrak do sintera uronjenog u tekué¢i medij u laboratorijskoj ¢asi, a u anoksi¢nim
uvjetima odrzavana je vrijednost koncentracije otopljenog kisika 0,5 mg/L < DO <1 mg/L
ostvarena mijeSanjem sadrZaja u laboratorijskim ¢asama na magnetskoj mjesalici pri 80-100

o/min.

Za analiticko odredivanje tijeka mikrobnih procesa uklanjanja C, N i P, provodenjem
mikrobnih reakcija nitrifikacije, denitrifikacije i unutarstani¢énog unosa fosfata kao i unosa
hlapljivih masnih kiselina iz teku¢eg medija 1 unutarstani¢no skladistenje u obliku PHA, uzorci
su uzimani u odredenim vremenskim intervalima te je nakon filtriranja uzoraka preko staklenih
filtera 0,2 um provedeno analiticko odredivanje TOC, KPK, > N, NH4-N, NO3z-N, NO2-N, > P,
POs4-P, koncentracija mikrobne biomase izrazena kao MLSS 1 MLVSS, te PHA, glikogen i

acetati.

U svim pokusima u kojima je bilo potrebno osigurati elektron donore dodan je natrijev
acetat kao izvor ugljika u odgovarajucoj koli¢ini za odredeni odabrani omjer C/N (KPK/N),
odnosno KPK/P, a za dodavanje elektron akceptora za odgovaraju¢i odabrani omjer C/P

(KPK/P) dodane su u odgovarajucoj koli¢ini otopine KNO3 odnosno NaNO: te KH2POg4,

Svi pokusi nacinjeni su u 4 ponavljanja, a prikazani rezultati ¢ine srednju vrijednost +

standardna devijacija.

U tablici 4 i 5 dani su popisi kemikalija i aparature uporabljenih u izradi disertacije.
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Slika 7. Aparatura u kojoj su provedeni $arzni pokusi odredivanja kinetike mikrobnih procesa

uklanjanja C, N i P za svaki odabrani rezim rada — konfiguraciju anaerobno-aerobno-

anoksi¢nog procesa uz endogenu denitrifikaciju u ustaljenom stanju odabrane konfiguracije

procesa

Tablica 4. Popis kemikalija uporabljenih u izradi disertacije:

Kemikalija

(NH4)2Fe(SO4)2x6H20

(NH4)2S04

1,10-fenantrolinij-klorid monohidrat

Ag2SO4

CaCOs3

DAPI (4',6-diamidin-2-fenilindol)

Etanol
FeSO4x7H20
Formamid

H2SO4

Proizvodacé
Kemika
Merck
Kemika
Kemika
Merck
BioChemica
Kemika
Merck
Merck

GRAM-MOL
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HCI

HgSO4
Imerziono ulje
K2Cr207
K2HPO4

KCI

KH2PO4

K-Na-C4H406 x 4H20

KNOs3
Krisiodin
Kristal violet
MgCO3
MgSO4
NaxHPO4

NaCl

NaH2PO4
NaH2PO4xH20
NHCI

NaOH
NaC2H30Oz
Metilen plavo
Nesslerov reagens
Nile Blue
Octena kiselina

Paraformaldehid

Kemika

Kemika

Merck

Kemika

Merck

Alkaloid

Merck

GRAM-MOL

Merck

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

Kemika

Merck

Fisher Scientific

Merck

Merck

Merck

Merck

Kemika

Merck

SIGMA-ALDRICH

Kemika

Merck

Merck

Merck
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Probe FISH GOREA PLUS

ProLong Gold antifade mountant Biosistemi
SDS (natrijev dodecil-sulfat) Merck
Tris/HCI Merck
NaNO2 Merck

Tablica 5. Aparatura uporabljena u izradi disertacije je:

Aparat Proizvodaé

Autoklav Inako

Bioreaktor

Centrifuga Beckman

Fotometar SQ 200 Merck
Kisikova elektroda i mjerni aparat DurOx, WTW 0Oxi3210
Kompresor HIBLOW HP 40
Konfokalni laser skeniraju¢i mikroskop Leica

KPK reaktor HACH COD Reactor
Magnetska mijeSalica IKAMAG RET

Mjerac protoka zraka

pH elektroda i mjerni aparat SenTix41, WTW 330i
Spektrofotometar Spectroquant VEGA 400 Merck
Sterilizator/ SuSionik Instrumentaria ST-05
Svjetlosni mikroskop Carl Zeiss Jena

Termo blok Thermoreactor, Merck
Termostat Sutjeska

Vaga METTLER AJ150
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Vodena kupelj Hum Aqua 5

Vortex BIOSAN

3.2. Metode rada

3.2.1. Pokusi karakterizacije aktivnog mulja za uklanjanje C, N i P

Da bi se u aktivnom mulju s lokalnog uredaja za procis¢avanje otpadne vode grada koji
je uporabljen za provodenje ciljanih pokusa disertacije, usmjerene na uklanjanje C, N i P iz
otpadne vode niskoga omjera C/N, za $to su odgovorni funkcionalni mikroorganizmi i odabrani
procesni ¢imbenici, dokazala prisutnost/zastupljenost i aktivnost odgovornih mikroorganizama
za procese uklanjanja C, N i1 P provedeni su Sarzni pokusi karakterizacije aktivnog mulja:
nitrifikacija i denitrifikacija, anaerobni unos hlapljivih masnih kiselina i otpustanje fosfata iz

stanica PAOs, te aerobni 1 anoksiéni unos fosfata.

Tim pokusima odredena je aktivnost fosfat akumulirajuéih organizama (engl. Phosphate
Accumulating Organisms, PAOs), denitrificiraju¢ih fosfat akumulirajué¢ih organizama (engl.
Denitrifying Phosphate Accumulating Organisms, DPAOQOs), nitrifikanata (amonijak
oksidirajuc¢ih bakterija, engl. Ammonia Oxidizing Bacteria, AOB i nitrit oksidirajucih bakterija,
engl. Nitrite Oxidizing Bacteria, NOB), kao i denitrificiraju¢ih obi¢nih heterotrofnih

organizama (engl. denitrifying Ordinary Heterotrophic Organisms, dOHOs).

15 L uzorka aktivnog mulja uzeto je iz aerobnog bioreaktora lokalnog postrojenja —
uredaja za proc¢iS¢avanje otpadne vode, te je na hladnom dopremljen u Laboratorij za bioloSku
obradu otpadnih voda na Sveucili§tu u Zagrebu, Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu. Dio
mulja je odmah po dopremanju u Laboratorij uporabljen u ciljanim SarZznim pokusima
karakterizacije mulja, a dio pohranjen na +4 °C. Prije provedbe ciljanih Sarznih pokusa uzorci
mulja su 3-4 puta isprani vodovodnom vodom kako bi se uklonila eventualna otopljena faza
influenta kao i1 eventualni meduprodukti mikrobnih reakcija. Potom je dodana mineralna
podloga sastava: FeCls, MnClz, NiSOs, ZnSO4, Na2M0QO4, CuSO4, CoClz, H3BO3 kako bi se
osigurali svi potrebni elementi u tragovima za rast biomase aktivnog mulja tijekom provodenja

ciljanih Sarznih pokusa.

Pokusi su provedeni pri ambijentalnim uvjetima temperature, pri 22-26 °C, a vrijednost
pH je kontrolirana i odrzavana na 7,24+0,2 dodavanjem 1M NaOH ili 1M HCI. Odredene su
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vrijednosti suspendiranih ¢estica u mijesanoj tekucini (engl. Mixed Liquor Suspended Solids,
MLSS) iz Cetiri usporedna uzorka aktivnog mulja i izrazene kao srednja vrijednost + standardna
devijacija, te je za pokuse nitrifikacije i denitrifikacije iznosila 3,2+0,5 g MLSS/L, odnosno
3,4+0,2 g MLSS/L za pokuse otpustanja i unosa P. Mulj koji je prije provodenja pokusa cuvan
pri +4 °C, temperiran je uz prozraCivanje u laboratorijskom reaktoru do postizanja sobne

temperature.

Pri provodenju Sarznih pokusa nitrifikacije odrzavana je vrijednost otopljenog kisika
(engl. Dissolved Oxygen, DO) pri DO > 2 mg/L, odnosno u pokusima denitrifikacije odrzavana
je vrijednost 0,5 < DO < 1 mg/L. Takoder u $arznim pokusima anerobnog unosa organskih

sastojaka i otpustanja POs-P, anaerobni uvjeti ostvareni su propuhivanjem plina dusika.

Svaki od ciljanih Sarznih pokusa nacinjen je u Cetiri ponavljanja, a rezultat je izrazen

kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Pri provodenju pokusa karakterizacije aktivnog mulja provedene su fizikalno-kemijske
analize kojima su odredivani: ukupni organski ugljik (engl. Total Organic Carbon, TOC) na
TOC Analyzer Shimadzu 5000A i primjenom test kitova, KPK titrimetrijski — otvorenom
refluks metodom / zatvorenom reflux metodom, prema Standardnim metodama (APHA, 2005)
kao i primjenom kivetnog testa Merck, ukupni dusik, NH4-N, NO3-N, NO-N, ukupni fosfor,
orto-fosfati primjenom Kkivetnih testova Merck, te acetat primjenom enzimskog kit testa
Megazyme Acetic Acid.

Za provedbu analitickih metoda uzorci su filtrirani kroz filter papir veli¢ine pora 0,45

pm, stakleni filter papir a u filtratu su provedene ciljane analize.

3.2.2. Obogacivanje aktivnog mulja PAOs/ DPAOs/DNPAOs vrstama

Identifikacija fosfat-akumuliraju¢ih organizama (PAOs) i denitrificiraju¢ih fosfat-
akumuliraju¢ih organizama (DPAOs) te razumijevanje njihovog medusobnog odnosa
predstavlja kljucan korak za optimizaciju u¢inkovitosti uklanjanja nitrata i fosfora u otpadnoj
vodi. Dinamika bakterijskih zajednica tijekom procesa aklimatizacije povezana je S

uc¢inkovito$¢u uklanjanja hranjivih tvari.

Za obogacivanje aktivnog mulja vrstama PAOs/DPAOs/DNPAOs za ucinkovito
uklanjanje N i P, provedeni su pokusi u laboratorijskim SBR reaktorima radnog volumena 5L

(SBRpaos 1 SBRDPAOs-DNPAOs), pri naizmjeni¢nim anaerobno-aerobnim uvjetima odnosno
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anaerobno-anoksi¢nim, pri rezimu rada SBRpaos: 0,5 sati punjenje, 15 h aeracija, 8 sati
talozenje, 0,5 sati odlijevanje supernatanta, odnosno rezim rada SBRppaos-pnpacs: 0,5 sati
punjenje, 15 h aeracija, 8 sati talozenje, 0,5 sati odlijevanje supernatanta. Poksui su provedeni

na sobnoj temperaturi (22-25 °C) i pri pH 7,0.

Zastupljenost PAOs/DPAOs/DNPAOs wvrsta u aktivnom mulju dokazana je
provodenjem Sarznih testova anaerobnog otpustanja POs-P i unosa hlapljivih masnih kiselina —
organskih sastojaka, ili izostanka unosa izvora C, odnosno acetata kao odabranog izvora
ugljika, te aerobno-anoksi¢nim unosom POs-P, kao i dokazivanjem unutarstani¢no pohranjenog
polifosfata bojanjem po Neisseru. Svi uzorci filtrirani su kroz filter papir veli¢ine pora 0,45 pum,
a u filtratu su provedene ciljane analize u 4 ponavljanja. Rezultati su izrazeni kao srednja

vrijednost + standardna devijacija.

Glavna razlika izmedu PAOs 1 DPAOs (DNPAO:s) je koriStenje akceptora elektrona.
PAOs koristi kisik u aerobnim uvjetima, a DPAOs koristi nitrat u anoksi¢nim uvjetima. Kao
rezultat toga, sustav koji koristi DPAOs ne samo da moze smanjiti potrebu za kisikom za
oksidaciju poli-p-hidroksialkanoata (PHA) u acrobnoj zoni, ve¢ i ustedjeti koristenje kemijske
potrosnje kisika (KPK) (Lee i Yun, 2014). DPAO ima prednost za istovremeno uklanjanje i N
i P uz minimizirano koristenje KPK. Murnleitner i sur. (1997) i Kuba i sur. (1996) sugeriraju
da DPAO proizvodi 20%-30% manje mulja od PAO, a Brdjanovi¢ i sur. (1998) da DPAOs
mogu ukloniti 4-5 g NO3-N / g uklonjenog P, bez dodatnih izvora organskog ugljika.

Nakon provedenog obogacivanja mulja s PAOs i DPAOs FISH metodom dokazano je

prisustvo PAOs i DPAOs u mulju, kao i nakupljeni poliP bojanjem po Neisseru.

3.2.3. Odabir konfiguracije A-O-A procesa s endogenom denitrifikacijom probirom procesnih
¢imbenika 1 kinetika/aktivnost DPAOs i DGAOs u uklanjanju N i P iz otpadne vode niskoga
omjera C/N u A-O-A procesu uz endogenu denitrifikaciju

Pokusi istraZivanja utjecaja DO na uklanjanje N 1 P iz otpadne vode C/N ~4 u A/O/A
procesu s endogenom denitrifikacijom provedeni su u SBR reaktoru volumena 6 L, koji je bio
inokuliran muljem obogac¢enim PAOs. Eksperimenti su trajali 30 dana za svaku konfiguraciju
sustava, pri ¢emu je ulazna koncentracija amonijaka iznosila 30+2 mg NH4-N/L, a MLSS

3.040.2 g/L.
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Sintetska otpadna voda (2 L) dodavala se tijekom prvih 10 minuta anaerobne faze
procesa (trajanja 2 sata). Aerobna faza (3 sata) provodena je u dva rezima: s koncentracijom
DO >2 mg/L i s DO ~1 mg/L. Nakon aerobne slijedila je anoksi¢na faza (3 sata), tijekom koje
se odvijala endogena denitrifikacija. Tijekom anaerobne i1 anoksi¢ne faze, sadrzaj reaktora
mijeSan je mehanickim mijeSalom, dok je u aerobnoj fazi koncentracija DO regulirana
opskrbom zraka putem kompresora (HIBLOW HP 40, Njemacka), mjeraca protoka i difuzora

na dnu reaktora.

Sustav je radio na sobnoj temperaturi bez korekcije pH vrijednosti. Temperatura,
koncentracija DO i pH kontinuirano su prac¢eni uredajem WTW Multi 3420 SET KS1 (pH
elektroda SenTix 940-3 i elektroda za otopljeni kisik WTW FDO 925, Njemacka). Uzorci su
uzimani u redovitim vremenskim intervalima, filtrirani kroz stakleni filter (Lab Logistic Group
GmbH, Meckenheim, Njemacka), a alikvot je korisSteni za analizu KPK, NH4-N, NO2-N, NOs-
N, POs-P 1 TN. Talog na filter papiru koriSten je za odredivanje MLSS i PHA.

Osim bioloskog unosa, fosfor se moze adsorbirati na povrsinu Cestica aktivnog mulja.
Ovo je fizikalno-kemijski proces u kojem se fosfatni ioni vezu za povrSinu Cestica mulja,
uglavnom zbog elektrostatskih interakcija i vezanja na metalne ione prisutne u mulju. Ova

adsorpcija osigurava dodatni put uklanjanja fosfora (Smith i sur. 2008).

Za provedbu analiti€¢kih metoda kojima su motrene 1 odredene mikrobne aktivnosti za
uklanjanje C, N i P kao rezultat mikrobnih reakcija pri odabranim procesnim — operativnim
¢imbenicima za pojedini ciljani pokus, uzorci mijesane tekucine/mulja nakon uzorkovanja su

filtrirani kroz Whatman GF/C stakleni filter papir (1,2 um).

U filtratu je analiziran: ukupni organski ugljik (TOC), KPK, ukupni P (TP), POs-P, NHas-
N, NOs-N, NO2-N i TP. Filter papir s talogom je uporabljen za odredivanje MLSS, MLVSS,
glikogena i PHA.

3.2.4. FISH analiza aktivnog mulja oboga¢enog PAOs-ima za pokuse uklanjanja N i P u A-O-
A procesu uz endogenu denitrifikaciju

Za analizu mikrobne populacije u pokusima nitrifikacije, denitrifikacije i uklanjanja
fosfora koristena je FISH metoda prema Amann (1995). KoriSteno je 13 oligunkleotidnih proba
oznacenih fluorescentnim bojama cianin 3 i1 5 koje su sintetizirane po naruzdbi od firme
GOREA PLUS (Hrvatska). Oligonukleotidne probe koriStene u FISH analizi su prikazane u
tablici 6.
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Uzorci mulja su uzeti na kraju aerobnog perioda u pokusima nitrifikacije odnosno na
kraju anoksi¢nog perioda u pokusima denitrifikacije i uklanjanja fosfora i analizirani FISH
metodom za odredivanje AOB, NOB, denitrifikanata, PAOs, DPAOs i GAOs u ukupnim
bakterijama aktivnog mulja. FISH preparati su vizualizirani sa konfokalnim laserskim

skeniraju¢im mikroskopom (CLSM).

U svim pokusima ciljana molekula je bila 16S rRNA i temperatura hibridizacije 46 °C.
Zajedno su koristene probe EUB338, EUB338-11 i EUB338-11l (EUBmix, oznacavale su sve
bakterije) koje su bile oznacene Cianin 5 bojom na 5' kraju. Probe PAO462, PAO651 1 PAO846
(PAOmix, fosfor akumuliraju¢i organizmi), Acc-1-444 i Acc-11-444 (DPAOmMIX,
denitrificiraju¢i fosfor akumulirajuéi organizmi), GAOQ431 i GAOQ989 (GAOmix, glikogen

akumuliraju¢i organizmi). EUBmix probe su bile oznacene Cianin 3 bojom takoder na 5' kraju.
FISH metoda sastoji se od Cetiri koraka:
(i) Priprema fiksativa (4% paraformaldehid)

Postupak: 65 mL destilirane vode zagrijati na temperaturu od 60 °C i dodati 4 g
paraformaldehida i jednu kap 2M NaOH te brzo mijesati 1-2 minute, dok otopina ne postane
gotovo prozirna. Ukloniti izvor topline, dodati 33 mL 3x PBS (fosfatni puferirani fizioloski
rastvor). Prilagoditi pH na 7,2 pomoc¢u HCI. Filtrirati otopinu kroz 0,2 um filter. Brzo ohladiti
na 4 °C 1 pohraniti u hladnjaku.

(i1) Fiksacija mikrobnih stanica s 4% paraformaldehidom

Postupak: Pomijesajti tri volumena fiksativa paraformaldehida s jednim volumenom
uzorka. Inkubirati 1-3 sata na 4 °C. Nakon toga centrifugirati fiksirane stanice na 5000 g i
ukloniti fiksativ. Stanice isprati u 1x PBS i resuspendirati ih u 1x PBS do kona¢ne koncentracije
od 108-10° stanica/mL. Dodati jedan volumen ledeno hladnog etanola te promijesati. Fiksirane

stanice nanijeti na stakalca ili pohraniti na -20 °C za visemjesecno Cuvanje.
(i) Imobilizacija fiksiranih mikrobnih stanica na stakalca

Postupak: Nanjeti otprilike 3 pL suspenzije fiksiranih stanica na stakalce u krugu
promjera oko 5 mm. Ostaviti da se osusi na zraku, zatim dehidrirati stanice uranjanjem u etanol
razlicitih koncentracija (50%, 80% 1 98%) po 3 minute za svaku. Tako pripremljena stakalca

mogu se ¢uvati suha na sobnoj temperaturi na neograni¢eno vrijeme.

(iv) Hibridizacija
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Postupak: Namociti Whatman 3MM papir u hibridizacijski pufer te ga staviti u tubu od
50 mL. Tubu temperirati nekoliko minuta na hibridizacijskoj temperaturi od 46 °C. Za svako
mjesto za hibridizaciju pripremiti 1 pL fluorescentne probe i 8 pL hibridizacijskog pufera te
staviti 9 uL mjeSavine na mjesto s fiksiranim stanicama. Stakalce staviti u prethodno ugrijanu
vlaznu tubu 1 inkubirati 2 sata na 46 °C. Nakon hibridizacije, stakalce odmah isprati toplim
hibridizacijskim puferom kako bi se zaustavio proces. Staviti stakalce u tubu s 50 mL
hibridizacijskog pufera i inkubirati jos 20 minuta na hibridizacijskoj temperaturi. Ukloniti soli
kratkim umakanjem stakalca u destiliranu vodu. Ostaviti da se osusSi na zraku. Na preparat
dodati kap mountanta i pokriti pokrovnicom te ostaviti na ravnoj povrs$ini, u mraku, 24 sata na

sobnoj temperaturi.

Tablica 6. Probe koriStene za FISH

Ciljana .
. . Formam Literatur
Naziv probe skupin Sekvenca (5'-3") )
id % a
a
Nso0190 AOB CGATCCCCTGCTTTTCTCC 55 Viancelli i
NIT3 NOB CCTGTGCTCCATGCTCCG 40 sur. (2011)
CGACATGGGCGCGTTCCG Ginige i
DEN124 DEN 40
AT sur. (2005)
CCGTCATCTACWCAGGGT
PAO462 35
ATTAAC
Crocetti i
PAO651 PAOmix PAOs CCCTCTGCCAAACTCCAG 35
sur. (2000)
GTTAGCTACGGCACTAAA
PAO846 35
AGG
Acc-1-444 CCCAAGCAATTTCTTCCCC 35
DPAOmMI Flowers i
Acc-11- DPAOs
wa X CCCGTGCAATTTCTTCCCC 35 sur. (2009)
G ) Crocetti i
GAOmix GAOs TCCCCGCCTAAAGGGCTT 35
AOQ431 sur. (2002)
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GAOQ98
TTCCCCGGATGTCAAGGC 35

9

EUB338 EUBMmIix Sve GCTGCCTCCCGTAGGAGT  0-50 Amann i
bakterij sur. (1990)

EUB338- € GCAGCCACCCGTAGGTGT  0-50 Daims i

I sur. (1999)

EUB338- GCTGCCACCCGTAGGTGT  0-50

3.3. Analiticke metode

3.3.1. Odredivanje amonijakalnog dusika

Amonijakalni duSik (NHs4-N) odredivan je metodom po Nessleru. Dodavanjem
Nesslerovog reagensa u uzorak dolazi do formiranja Zuto smedeg obojenja, u intenzitetu
ovisnom o koncentraciji prisutnog NHs-N. Koncentracija NHs-N u uzorku odreduje se
mjerenjem absorbance pri 425 nm uz bazdarni dijagram dobiven odredivanjem absorbancijskih

vrijednosti pri 425 nm poznatih koncentracija standardne otopine NH4Cl.

Postupak: 50 mL filtriranog uzorka (razrijedenog po potrebi do koncentracijskog
raspona metode) i 2 kapi K-Na-tartarata dodaju se u odmjernu tikvicu od 50 mL. Uzorak se
promijesa, doda se 1 mL Nesslerovog reagensa i ponovno promijesa. Nakon 10 min uzorak se

prelije u kivetu i mjeri se absorbanca na fotometru pri 425 nm.

3.3.2. Odredivanje koncentracije nitrata

Metoda odredivanja NO3-N pomocu Merck Spectroquant 1.14773 seta temelji se na
reakciji nitratnih iona u sumpornoj Kiselini s derivatom benzojeve kiseline uz nastanak nitro

spoja koji je crvene boje i odreduje se fotometrijski.

Postupak: 1,5 mL filtriranog uzorka (razrijedenog po potrebi do koncentracijskog
raspona metode) i jedna ZliCica praskastog NOs-1 reagensa dodaju se u staklenu kivetu i
mijesaju do otapanja reagensa. Zatim se dodaje 5 mL koncentrirane sumporne kiseline i
promijesa (dolazi do zagrijavanja uzorka). Nakon 10 minuta reakcijskog vremena apsorbanca

se mjeri fotometrom.
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3.3.3. Odredivanje koncentracije nitrita

Metoda odredivanja NO2-N pomoc¢u Merck Spectroquant 1.14776 seta temelji se na
reakciji nitrita sa sulfanilnom kiselinom uz nastanak diazonijeve soli. Ona reagira s N-(1-
naftil)etilendiamin dihidroklorom i tvori crveno-ljubiastu azo boju ¢ije obojenje se mjeri
fotometrijski. Ova metoda je analogna EPA 354.1, US Standardnim metodama 4500-NO2'B, i
EN 26 777.

Postupak: 5 mL filtriranog uzorka (razrijedenog po potrebi do koncentracijskog raspona
metode) 1 jedna Zli¢ica praskastog NO2-1 reagensa dodaju se u staklenu kivetu 1 mijeSaju do

otapanja reagensa. Nakon 10 minuta reakcijskog vremena apsorbanca se mjeri fotometrom.
FA 1 FNA su racunati prema Anthonisen i sur. (1976), jednadzbe 3 i 4.

. P pH .
FA kao NH3 (mi N) _ ukupni amonléz;i}kao N (mg/L)x10 (Jdb 3)

e273+T(°C) 11 oPH

NO; —NJ (2 .
FNA () = i ) (jdb. 4)

e273+T(°C) x1oPH

3.3.4. Odredivanje koncentracije fosfata

Metoda odredivanja fosfata u obliku ortofosfata (PO4-P) pomoc¢u Merck Spectroquant
1.14842 seta temelji se na reakciji iona ortofosfata s amonijevim vanadatom i amonijevim
heptamolibdatom pri ¢emu nastaje Zuto obojeni molibdovanadat fosforne kiseline ¢ija se

koncentracija odreduje fotometrijski. Ova metoda je analogna APHA 4500-P C.

Postupak: 5 mL filtriranog uzorka (razrijedenog po potrebi do koncentracijskog raspona
metode) i 1,2 mL POs-1 reagensa dodaju se u staklenu kivetu i promijesaju. Nakon 10 minuta

reakcijskog vremena apsorbanca se mjeri fotometrom.
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3.3.5. Odredivanje ukupnog dusika

Metoda odredivanja ukupnog dusika pomoc¢u Merck Spectroquant 1.14763 seta temelji
se na transformaciji organskih i anorganskih dusikovih spojeva u nitrat prema Koroleff-ovoj
metodi u reakciji s oksidiraju¢im reagensom u termoreaktoru. U otopini zakiseljenoj
sumpornom i fosfornom kiselinom, nitrati reagiraju s 2,6-dimetilfenolom i tvore 4-nitro-2,6-
dimetilfenol koji se odreduje fotometrijski. Digestija je analogna EN I1SO 11905-1, a
odredivanje nitrata je analogno ISO 7890/1.

Postupak: 1 mL filtriranog uzorka (razrijedenog po potrebi do koncentracijskog raspona
metode), 9 mL destilirane vode i jedna Zli¢ica praskastog N-1K reagensa dodaju se u staklenu
kivetu 1 mijeSaju do otapanja reagensa. Potom se dodaje 6 kapi reagensa N-2K i Kiveta se
spaljuje jedan sat na 120 °C. Nakon spaljivanja kiveta se vadi iz termoreaktora i ostavi da se
hladi na sobnoj temperaturi. Nakon 10 minuta se promucka kiveta. Zatim se 1 mL bistrog
supernatant ili filtrata u slu¢aju mutnoce ili taloga otpipetira u reakcijsku kivetu i dodaje se 1
mL reagensa N-3K i promijesa. Nakon 10 minuta reakcijskog vremena apsorbanca se mjeri

spektrofotometrom.

3.3.6. Odredivanje kemijske potrosnje kisika (KPK)

Koli¢ina oksidansa utroSenih za oksidaciju organskih sastojaka u uzorku odnosno
utroSak kalijeva bikromata (K2Cr20O7) potrebnog za oksidaciju organske stvari izraZzene kao mg
O2/L izrazava se kao KPK vrijednost. Srebro-sulfat (Ag2SO4) sluzi kao katalizator potpune
oksidacije organskih spojeva. Za sprecavanje oksidacije nekih anorganskih spojeva (poput
klorida) dodaje se zivin sulfat (HgSOs4). Visak kalijeva bikromata preostao nakon oksidacije
titrira se otopinom feroamonijeva sulfata (FAS) ((NH4)2Fe(SO4)2x6H20) kao sto je prikazano
u jednadzbi 5.

6Fe?t + Cr,0%™ + 14H* - 6Fe3* + 2Cr3* + 7H,0 (jdb. 5)

Prije odredivanja KPK potrebno je odrediti faktor otopine titracijom standardne otopine
kalijeva bikromata s feroamonijevim sulfatom zbog nestabilnosti otopine feroamonijeva
sulfata. Faktor otopine (f) je omjer volumena otopine KyCr.O7 + HgSOs i
(NH4)2Fe(SO4)2x6H20.
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Postupak: 2 mL destilirane vode, 1,2 mL otopine kalijeva bikromata + HgSO4 i 2,8 mL
otopine Ag2SO4 + H2SO4 dodaju se u staklenu kivetu 1 promijesaju. Kiveta se hladi na tamnom
mjestu i nakon hladenja titrira otopinom feroamonijeva sulfata uz dodatak feroin indikatora do

promjene boje iz plavo/zelene do smede/crvene. Faktor otopine se racuna prema jednadzbi 6.

1,2 .
f= o (jdb. 6)
gdje je:

1,2 - volumen (mL) otopine K>Cr207 + HgSO4
Vias - volumen (mL) otopine feroamonijevog sulfata utroSene za titraciju

Postupak: 2 mL filtriranog uzorka (razrijedenog po potrebi do koncentracijskog raspona
metode), 1,2 mL otopine K.Cr.O7 + HgSO4 i 2,8 mL otopine Ag.SO4 + H2SO4 dodaju se u
staklenu kivetu 1 promijesaju. Kiveta se zatim spaljuje u termoreaktoru na 150 °C sat vremena.
Nakon isteka tog vremena, kiveta se izvadi iz termoreaktora i stavlja na tamno do hladenja na
sobnu temperaturu. Nakon toga se uzorak titrira otopinom feroamonijevog sulfata (¢ = 0,1

mol/L) uz feroin kao indikator do promjene boje iz plavo/zelene do smede/crvene.

Slijepa proba se priprema istim postupkom kao uzorak, osim $to se umjesto 2 mL uzorka

dodaje 2 mL destilirane vode.

KPK vrijednost se raCuna prema jednadzbi 7.

KPK mgO0, _ (V1=V3)Xxcxfx8000 idb. 7
L

Vuzorka

gdje je:

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

f-faktor otopine FAS

46



3.3.7. Odredivanje temperature

Tijekom procesa temperatura je motrena pomocu temperaturnog senzora s kisikove
elektrode (WTW Oxi3210 i DurOx) i pH elektrode (WTW 330i i SenTix41) ocitavanjem Sa

zaslona elektroda.

3.3.8. Odredivanje pH vrijednosti

Vrijednost pH mjerena je pH-metrom WTW 330i i pH elektrodom SenTix41. pH
elektroda je tijekom pokusa bila uronjena u bioreaktor te je ocitavana vrijednost prikazana na
zaslonu pH-metra. Prije mjerenja pH vrijednosti svakodnevno je provodeno umjeravanje
elektrode uranjanjem u pufer otopinu s pH 4 1 7 prema uputama proizvodaca. Nakon zavrSetka

mjerenja elektroda je isprana destiliranom vodom te ¢uvana u zasi¢enoj otopini kalijeva klorida.

3.3.9. Odredivanje koncentracije otopljenog kisika

Koncentracija otopljenog kisika odredivana je pomocu kisikove elektrode DurOx i
mjeraca otopljenog kisika WTW Oxi3210. Elektroda je tijekom pokusa bila uronjena u
bioreaktor te je oCitavana vrijednost prikazana na zaslonu uredaja. Instrument je umjeren prema

uputama proizvodaca.

3.3.10. Odredivanje MLSS

Koncentracija biomase odredivana je kao MLSS (suspendirana tvar u mijeSanom
bioreaktoru) Sto predstavlja najbolju mjeru za koncentraciju biomase aktivnog mulja. Prije
pokusa uzorak homogenizirane suspenzije aktivnhog mulja filtriran je kroz Cisti, osuseni i
prethodno izvagani filter papir. Filter papir sa suspenzijom aktivnog mulja poznatog volumena
se susio na 105 °C do konstantne mase. Nakon suSenja ohladen je u eksikatoru te izvagan. 1z
razlike mase Cistog suhog filter papira 1 osuSenog taloga aktivnog mulja na filter papiru
podijeljene s volumenom uzete suspenzije aktivnog mulja, dobivena je koncentracija biomase

izrazena u g/L. Racun je prikazan na jednadzbi 8.

MLSS [%] = Mom—M¢ 1000 (jdb. 8)

mL uzorka

gdje je:
Mom [g]=masa osusenog aktivnog mulja na filter papiru
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Mt [g]=masa Cistog filter papira

3.4. Mikrobiolo$ke metode
3.4.1. Metoda bojanja po Neisseru za odredivanje poliP (Eikelboom i van Buijsen, 1983)

Kapljica aktivnog mulja stavlja se na Cisto i odmasé¢eno predmetno stakalce te se
preparat susi na sobnoj temperaturi. Osuseni razmaz na predmetnici provlaci se tri puta kroz
plamen i na taj nacin fiksira. Zatim se nanese mjesavina 2 dijela otopine A i 1 dio otopine B
10-15 sekundi. Visak boje na stakalcu potrebno je pustiti da oteCe. Nakon toga se nanese
otopina C na 45 sekundi te ispere vodom. Stakalce se ostavi da se osusi i gleda se pod

svjetlosnim mikroskopom. Sastav otopina prikazan je u tablici 7.

Nakupljeni polifosfati se vide kao tamno-ljubic¢asto obojana volutinska zrnca unutar

bakterijske stanice.

Tablica 7. Reagensi koriSteni za metodu bojanja po Neisseru:

Otopina A

Metilen plavo 0,19
Etanol 96% 50mL
Octena kiselina (glaciale) 5,0mL
Destilirana voda 100,0 mL
Otopina B

Kristal-violet (10% u 96% etanolu) 3,3mL
Etanol 96% 6,7 mL
Destilirana voda 100,0 mL

Nakon pripreme pomijeSati dva dijela otopine A 1 jedan dio otopine B

Otopina C
Krisoidin Y (1% vodena otopina) 33,3mL
Destilirana voda 100,0 mL
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3.4.2. Metoda fluorescencijskog bojanja PHB s Nile blue A (Ostle i Holt, 1982)

Kapljica aktivnog mulja stavlja se na cisto i odmaséeno predmetno stakalce te se
preparat susi na sobnoj temperaturi. OsuSeni razmaz na predmetnici provlaci se tri puta kroz
plamen i na taj nacCin fiksira. Preparat se boja otopinom A 10 minuta na 55 °C i ispere vodom i
otopinom B 1 minutu i ispere vodom. Stavi se pokrovnica i na imerziono ulje. Reagensi za

bojanje prikazani su u tablici 8.

Obojana zrnca PHB unutar bakterijskih stanica pobudenih svjetlos¢u valne duljine 460
nm emitiraju sjajnu naran¢astu svjetlost i takvi se mogu pregledavati pod fluorescencijskim

mikroskopom.

Tablica 8. Reagensi za metodu bojanja s Nile blue A:

Otopina A
Nile blue A 1g
Destilirana voda 100 mL
Otopina B
Octena kiselina 8 mL
Destilirana voda 92 mL

Napomena: Obzirom da imerziono ulje izaziva zutu fluorescenciju $to ometa gledanje
preparata pod mikroskopom, potrebno je koristiti pokrovnicu koja se stavi na obojani preparat

pomocu kapljice vode.

Nile blue A bojanje se moze koristiti u kombinaciji s FISH. Nakon Nile blue A bojanja,
stakalca se umoce u apsolutni alkohol 30 minuta. Nakon toga slijedi postupak za FISH prema
metodi.

Izracuni:

SND je racunata na nacin da je od pocetne koncentracije NH4-N oduzeta nastala
koncentracija NOx-N, podijeljena s pocetnom koncentracijom NHs-N i pomnozena sa 100.

Izrazava se u %.

49



Brzina uklanjanja KPK, N i P je racunata na nacin da je od pocetne vrijednosti oduzeta

konacna vrijednost i podijeljena s vremenom trajanja procesa. Izrazava se u mg/Lh.

Specifi¢na brzina je izraCunata tako §to je brzina podijeljena sa koncentracijom MLSS.

Izrazava se u mg/gh.

3.5. Odredivanje PHA

Uzorci mulja iz SBR reaktora pomijesani su s formaldehidom u omjeru od priblizno 1%
formaldehida po volumenu uzorka kako bi se inhibirala aktivnost biomase u mulju. Uzorci su
centrifugirani i supernatant je uklonjen, zatim isprani s fosfatnim puferom, ponovno
centrifugirani 1 supernatant je ponovno dekantiran. Svi uzorci su zatim liofilizirani uredajem
(FTS, Queensland, Australija) koji je radio na -54 °C i 0,1 mbar najmanje 20 sati. Priblizno 20
mg liofiliziranog mulja dodano je u 2 mL kloroforma i 2 mL acidificirane otopine metanola
(koja je sadrzavala ili 3%, 10% ili 20% sumporne kiseline po volumenu, kao 1 priblizno 100
mg/L natrijevog benzoata). Sest standardnih otopina sastojalo se od 0-3 mg kopolimera R-3-
hidroksibutirne kiseline (3HB) i R-3-hidroksivalerne kiseline (3HV) (7:3) (Fluka, Melbourne,
Victoria, Australija) i 0-3 mg 2-hidroksikaproi¢ne kiseline (Sigma—Aldrich, Melbourne,
Victoria, Australija). Uzorci i standardi su zatim digestirani u ¢vrsto zatvorenim staklenim
boc¢icama od 10 mL na 100 °C tijekom 2, 6 ili 20 sati, i ohladeni na sobnu temperaturu.
Destilirana voda (1 mL) je zatim dodana i snaZzno pomijeSana sa svakim uzorkom kako bi se
uklonili Cestice iz kloroformne faze i1 sprijecila degradacija GC kolone. Nakon mijeSanja,
dopusteno je 1 sat za razdvajanje faza. Kloroformna (donja) faza je zatim prenesena u drugu
bocicu, osusena s priblizno 0,5-1 g granularnih natrijevih sulfata peleta, i odvojena od ¢vrste
faze. Tri mikrolitra kloroformne faze analizirana su pomoc¢u Perkin-Elmer plinskog
kromatografa. Kromatograf je radio s DB-5 kolonom (30 m duzina x 0,25 mm unutarnji promjer
% 0,25 pm film), s omjerom injekcije 1:15 1 helijem kao plinom nosacem (1,5 mL/min). Jedinica
za detekciju plamene ionizacije (FID) radila je na 300 °C s temperaturom injekcijskog porta od
250 °C. Temperatura pecnice bila je postavljena na 80 °C 1 minutu, povecavana je za 10 °C/min

do 120 °C, a zatim do 270 °C pri 45 °C/min 1 drZana 3 minute.

3.6. Odredivanje acetata

Acetat je odreden koristenjem Megazyme kita (K-ACETRM) koji radi na principu
pretvorbe acetata u acetil-fosfat i ADP djelovanjem acetat kinaze uz prisutnost ATP-a. Ova

reakcija se ubrzava djelovanjem fosfotransacetilaze (PTA), koja pretvara acetil-fosfat i koenzim
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A u acetil-CoA i anorganski fosfat (Pi). Proizvedeni ADP se zatim ponovno pretvara u ATP i
piruvat pomocu fosfoenolpiruvata (PEP) u prisutnosti piruvat kinaze (PK). Piruvat se zatim
reducira u D-laktat pomoc¢u D-laktat dehidrogenaze (D-LDH) koriste¢i NADH, pri ¢emu se
proizvodi NAD+. Potrosnja NADH, koja je stehiometrijska s koli¢inom octene kiseline, mjeri

se smanjenjem apsorbance na 340 nm.

Postupak:

0,1 ml uzorka i 2 ml destilirane vode pomijesaju se u kiveti s 0,3 ml otopine 1, 0,2 ml
otopine 2, 0,02 ml otopine 3 i 0,02 ml otopine 4. Sadrzaj se promije$a i nakon 2 minute se ocita
absorbanca A1 pri 340 nm, te doda 0,02 ml otopine 5. Ponovno se promijesa i nakon 4 minute

ocita absorbanca A2 pri 340 nm. KoriStenjem prorac¢una dobije se vrijednost acetata u uzorku.

3.7. Odredivanje glikogena

Metoda prema Bondu (1999):

Glikogen je odreden modificiranom metodom prema Bondu i suradnicima (1999). Pet
mililitara 0,6 M HCI dodano je u izmjerenu, liofiliziranu biomasu u staklenim epruvetama s
navojem, zatim zagrijavano na 100 °C tijekom 5 sati. Nakon hladenja i centrifugiranja, 1 mL
supernatanta prenesen je u bocicu za analizu glukoze teku¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (engl. High Performance liquid chromatography, HPLC). Pedeset mikrolitara je
ubrizgano u Hewlett-Packard X-87H 300 mm x 7,8 mm, BioRad Aminex ion-iskljucujucu
HPLC kolonu na 65 °C. Kao nosivi fluent koriSten je 0,008 N H2SO4 procis€en helijem, pri
brzini protoka od 0,6 mL/min. Koristio se Perkin-Elmer detektor refrakcijskog indeksa koji je
radio na 35 °C.

Anthrone metoda:

Pripremljena je standardna krivulja apsorbancije pipetiranjem razli¢itih volumena
otopine glukoze u epruvete i nadopunjavanjem volumena do 1 mL destliranom vodom. U
epruvete je dodano 5 mL reagensa i promijeSano na vorteksu, te ohladeno. Epruvete su
pokrivene mramornim kuglicama ili poklopljene poklopcima i inkubirane 90°C 17 minuta ili u
kipucoj vodenoj kupelji 10 minuta. Nakon hladenja na sobnu temperaturu izmjerena je gustoca

na 620 nm u odnosu na slijepu probu.

Reagens je pripremljen otapanjem 2g Anthrone u 1 L koncentriranje HSOs, a glukozna

otopina otapanjem 200 pg u mL destilirane vode.
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Uzorak je pripremljen stavljanjem uzorka i nadopunjavanjem epruvete destiliranom
vodom do 1 mL, te dodatkom 5 mL reagensa. Nakon mijeSanja na vorteksu epruveta je
ohladena, poklopljena i inkubirana na 90°C 17 minuta ili u kipu¢oj vodenoj kupelji 10 minuta.

Nakon hladenja mjerena je opticku gustocu na 620 nm u odnosu na slijepu probu.

Koli¢ina glikogena ocitava se iz standardne krivulje s As2o na Y-osii pg glukoze na X-

0si.
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4. REZULTATI

4.1. Karakterizacija aktivnog mulja — aktivnost za uklanjanje C, N i P

Dobra mikrobioloska aktivnost aktivnog mulja pripisuje se prisutnosti funkcionalnih
mikroorganizama odgovornih za uklanjanje C, N i P kao i uspostavljenim procesnim —
operativnim ¢imbenicima. Na taj nacin postize se u¢inkoviti proces uklanjanja oneciS¢enja uz
S$to nize operativne troSkove (za proces opskrbe kisikom — osiguravanje potrebnog DO, i s
obzirom na raspolozivi C iz otpadne vode dodani vanjski izvor ugljika za osiguravanje nuznog
omjera C/N odnosno C/P) s ciljem postizanja zakonom propisanih normi obradene vode (NN

66/19, 84/21, 26/20).

Kakvoc¢a mulja odredena je kroz niz pokazatelja, poput izgleda flokula, mikroskopske
slike aktivnog mulja, brzine talozenja, odredivanja-izracuna indeksa talozivosti mulja, kao i

odredivanjem ucinkovitost uklanjanja C, N 1 P.

Izgled flokula aktivnog mulja i mikroskopski izgled aktivnog mulja s lokalnog uredaja

za procisc¢avanje otpadne vode grada prikazan je Slikama 8 i 9.

Slika 8. Izgled flokula aktivnog mulja iz bioaeracijskog bazena lokalnog uredaja za biolosku

obradu otpadnih voda grada
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Slika 9. Mikroskopski izgled aktivnog mulja (svjetlosni mikroskop, povecanje 400x)

Aktivni mulj je podrijetlom s lokalnog uredaja za prociS¢avanje otpadne vode grada, a

otpadne vode grada karakterizira niski omjer C/N odnosno KPK/N. U literaturi je istaknuto da

je za uklanjanje organskih sastojaka u aerobnim uvjetima potrebno osigurati omjer C/N/P

100/5/1 (Tchobanoglous i sur., 2003) Takoder, minimalna vrijednost omjera fosfora u influentu

1 KPK iz acetata za neograni¢enu aktivnost fosfor-akumulirajuée mase iznosi priblizno 0,12 mg

P/mg KPK acetata, $to je ujedno i maksimalna vrijednost omjera za potpuno uklanjanje fosfora

(Schuler i Jenkins, 2003).

Uobicajene vrijednosti omjera KPK/BPKs, KPK/TN, KPK/TP, BPKs/TN i BPKs/TP u

komunalnim otpadnim vodama prikazane su u tablici 9 (Henze i sur., 2008).

Tablica 9. Vrijednosti omjera organskih i anorganskih sastojaka u komunalnoj otpadnoj vodi

(preuzeto i prilagodeno iz Henze i sur., 2008)

Omijer Visoko optereéenje Srednje opterecenje
KPK/BPKs 2,5-3,5 2,0-2,5
KPK/TN 12-16 8-12
KPK/TP 45-60 35-45
BPKs/TN 6-8 4-6

BPKs/TP 20-30 15-20

1,5-2
6-8
20-35
3-4
10-15

Nisko opterecenje

Brzina talozenja aktivnog mulja s lokalnog uredaja za obradu otpadne vode grada

prikazana je slikom 10.
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Slika 10. Volumen aktivnog mulja odreden $arznim talozenjem mulja

Volumni indeks mulja (engl. Sludge Volume Indeks, SVI) empirijska je mjera koja

povezuje karakteristike mulja i dizajn taloZnika. Kljucni je parametar u procis¢avanju otpadnih

voda jer pruza uvid u karakteristike talozenja aktivnog mulja. Izracunava se jednadZbom 9.

Vrijednosti manje od 100 mL/g ukazuju na mulj dobre talozivosti, vrijednosti izmedu 100 i 150

mL/g su prihvatljive, ali mogu indicirati rane znakove pjenjenja. SVI iznad 150 mL/g ukazuje

na mulj u kojem je doslo do pretjeranog rasta filamnetoznih bakterija $to uzrokuje probleme u

procesima prociS¢avanja otpadnih voda (Szelag i sur., 2018).

SSV mL .
SVI = SV ,Lng, x 1000 jedn.9
MLSS [2]

Gdje je:
SSV [mL/L] = volumen istalozenog mulja nakon 30 minuta

MLSS [mg/L] = koncentracija mikrobne biomase
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Uzorak mulja prebacen je u mjerni cilindar od 1 L 1 nakon pocetnog mijeSanja ostavljen
je da se talozi 30 minuta. SVI opisuje volumen koji jedan gram mulja zauzima nakon 30 minuta
talozenja. U aktivnom mulju s lokalnog uredaja za procis¢avanje otpadne vode grada SVI
vrijednost iznosila 73,3 mL/g. Vrijednost ispod 100 mL/g pokazuje da je ispitivani mulj dobre

kakvoce za provodenje daljnjih pokusa.

Mikroorganizmi zastupljeni u aktivnom mulju — najées¢e opazeni mikroskopiranjem
svjetlosnim mikroskopom, prikazani su slikom 11-16

Beggiatoatsp.:

Slika 11. Bakterijske vrste prisutne u aktivnom mulju, svjetlosni mikroskop, P400x

>
-
f
-
YA

AmphileptidenBpp.Bl  BAspidiscabynceusl

Slika 12. Vrste slobodnih cilijata prisutne u aktivnom mulju, svjetlosni mikroskopi, P400x
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ZoothamniumBpp ./ orticella@ampanula@®/ orticella@nicrostoma@@/ orticella@onvallarial

EDperculariaBpp.B MEREpistylisBpp.ER [arhesiumBpp.B [ tentorBpp.2

Slika 14. Vezane cilijate prisutne u aktivnom mulju, svjetlosni mikroskop, P400x

MayorellaZpp.EH EuglyphaBpp.B

Slika 15. Vrste ameba prisutne u aktivnom mulju, svjetlosni mikroskop, P400x
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CephalodellaBpp.& FEuchlanidaeBpp.& EColurellaBpp.& @TardigradedpP100x)2

4 >
)

@PhilodinaBpp.H fmtRotariaBpp.Bl mmtNematodal AelosomaBpp.AP40x)E

Slika 16. Vrste metazoa prisutne u aktivnom mulju, svjetlosni mikroskop, P=400x, 100x i 40x

Na dobru mikrobiolosku i biokemijsku aktivnost aktivnog mulja utjece niz ¢imbenika,
poput koncentracija mikrobne biomase (engl. Mixed Liquor Suspended Solids, MLSS),
koncentracija otopljenog kisika (engl. Dissolved Oxygen, DO), omjer hrana/mikroorganizam
(engl. Food/Microorganisms, F/M), starost mulja ili vrijeme zadrzavanja mulja (engl. Solid
Retention Time, SRT), kakvoca otpadne vode, volumni indeks mulja (engl. Sludge Volume
Index, SVI) i drugi (Gerba i Pepper, 2019; Boujelben i sur., 2017).

Karakterizacija aktivnog mulja provedena je s ciljem da se odredi aktivnost aktivnog
mulja s lokalnog uredaja za proc¢iS¢avanje otpadne vode grada za uklanjanje C, N 1 P, odnosno
brzine nitrifikacije, denitrifikacije, oksidacije NHs-N, otpustanja PO4-P te unosa C i POs-P uz
odredivanje prisutnosti i aktivnosti nitrifikanata, denitrifikanata 1 fosfat akumuliraju¢ih

vrsta/denitrificirajucih fosfat akumulirajucih vrsta provedbom ciljanih Sarznih pokusa.

Aktivni mulj s lokalnog uredaja za prociS¢avanje otpadnih voda grada pokazao je
sposobnost uklanjanja dusikovih spojeva u procesima nitrifikacije (brzina 5 mg NH4-N/L h) i
denitrifikacije (brzina 3 mg NOs-N/L h). Medutim, nije zabiljeZzena aktivnost mulja u
uklanjanju fosfora. Za u¢inkovito provodenje denitrifikacije bilo je potrebno prilagoditi aktivni
mulj na acetat kao izvor ugljika. 1z tog razloga, provedeni su eksperimenti prilagodbe aktivnog
mulja za uklanjanje dusikovih spojeva, kroz niz uzastopnih ciklusa nitrifikacije i denitrifikacije,

pri ¢emu je acetat koriSten kao izvor ugljika.

Kakvoc¢a aktivnog mulja — karakterizacija aktivnog mulja s lokalnog uredaja za

procisc¢avanje otpadnih voda za uklanjanje sastojaka s C, N i P nakon prilagodbe za uklanjanje

58



N odredena je provodenjem Sarznih pokusa u laboratorijskom reaktoru radnog volumena 3L, u
kojima je istrazen ucinak koncentracije mikrobne biomase, pocetne koncentracije NHs-N (25
ili 40 mg/L), kao i vrijednost pH (pH 7,2 i pH 8,0) u pokusima nitrifikacije pri DO> 2 mg DO/L
i pri ambijentalnoj temperaturi (2242 °C), odnosno u kojima je istrazen ucinak omjera C/N iz
natrijeva acetata u pokusima denitrifikacije, pri DO< 0,5 mg DO/L pri ambijentalnoj
temperaturi (2242 °C) i pri nekontroliranom pH. Procesi unutar reaktora praceni su pomocu
kisikove elektrode za mjerenje otopljenog kisika (DO) i temperature. Zrak je u reaktor upuhivan
iz kompresora preko difuzora smjeStenog na dnu reaktora, uz filter za zrak 1 mjera¢ protoka
zraka. Otopljeni kisik osiguravan je aeracijom zrakom iz kompresora. U odredenim
vremenskim razmacima (svakih 20 ili 30 minuta) uzimani su uzorci mijesane tekucine (engl.
Mixed Liquor, ML) iz reaktora kako bi se analiticki odredile koncentracije NH4-N, NOz-N,
NO2-N i PO4-P. Parametri pH, DO i temperatura kontinuirano su prac¢eni pomocu elektroda
uronjenih u reaktor. Na pocetku eksperimenta, sintetska otpadna voda dodana je u koli¢ini
potrebnoj za postizanje Zeljene pocetne koncentracije NHs-N/L u pokusima nitrifikacije, a
acetat za postizanje zeljenog C/N u pokusima denitrifikacije. Svi eksperimenti provedeni su u

tri ponavljanja, a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.

Rezultati pokusa nitrifikacije dani su tablicom 10.
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Tablica 10: Brzine i specifi¢ne brzine nitrifikacije u ovisnosti o pH, po¢etnoj koncentraciji NHs-

N 1 koli¢ini mikrobne biomase

NHs- | NHas- NOs- | NOg2- Ini
Npos Nkraj | Vrije MLSS | Nkraj Nkraj [mg )
[mg/L | [mg/L | me [h] P [g/L] | [mg/L | [mg/L | NHa- Specif.
1 I T ANV
A | 252 | 365 | 1,66 | 80 315 | 08 | 129 |39
B | 239 | 38 | 233 | 72 384 | 02 | 86 |26
C | 405 | 375 | 40 | 80 . 475 | 004 | 92 |28
D | 396 | 414 | 55 | 72 220 | 01 | 64 |19
E | 3619 | 38 | 45 | 80 265 | L7 | 72 |36
E | 372 | 41 | 60 | 72 475 | 025 | 55 |28
G | 296 | 37 | 366 | 80 i 555 | 16 | 71 |36
H | 282 | 395 | 30 | 7.2 520 | 07 | 81 |41

Nitrifikacija 25,2 mg NHs-N/L u pokusu pri pH 8,0, pri >2 mg DO/L i ambijentalnoj
temperaturi (22+2 °C) provedena je tijekom 1,66 sati. Nitrifikacijom je NHs-N preveden u NOs-
N, i vrlo malo NO2-N (<1 mg NO2-N/L). Tijekom pokusa nitrifikacije trosi se otopljeni kisik

koji znacajno poraste nakon zavrSenog pokusa nitrifikacije (pokus A).

Pokus nitrifikacije pri pH 7,2, pri >2 mg DO/L i ambijentalnoj temperaturi (22+2 °C),
od pocetnih 23,9 mg NHs-N/L rezultirao je nakupljanjem 37,8 mg NO3-N bez nakupljanja NO-
N, tijekom 2,33 sati (pokus B).

Nitrifikacija 29,6 mg NH4-N/L provedena je u pokusu pri pH 8,0, temperaturi 22+2°C i
aerobnim uvjetima (DO>2 mg/L). U vremenu od 3,66 h doSlo je do potpune oksidacije
amonijaka uz nakupljanje 55,5 mg NOs-N. Uocen je porast koncentracije kisika na kraju pokusa
koji ukazuje na zavrSetak procesa nitrifikacije. 1z rezultata je vidljivo da je nakupljena niska

koncentracija NO2-N (~1,5 mg/L) te da je sav NH4-N preveden u NOs-N. (pokus G)
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Pokusi provedeni pri 28,2 mg/L NH4-N i pH 7,2 uz MLSS 2 g/L dovode do potpunog
prevodenja NHs-N u NOs-N bez nakupljanja NO2-N (<1 mg/L) nakon 3 sata. Koncentracija
NOz-N na kraju pokusa iznosila je 52 mg/L (pokus H).

Do potpune oksidacije NHs-N i nakupljanja NOs-N, a bez nakupljanja NO2-N (<0,5
mg/L) doslo je u 4 sata pri odabranim uvjetima — po¢etna koncentracija NHs-N 40,5 mg/L, pH
8,0 i MLSS 3,3 g/L. Na kraju pokusa koncentracija NOs-N iznosila je 47,5 mg/L, a porast DO
sugerira na kraj procesa nitrifikacije (pokus C).

Uz pocetnu koncentraciju NHs-N 39,6 mg/L i pH 7,2, te MLSS 3,3 g/L, do potpune
oksidacije amonijaka dolazi nakon 5,5 sati. Nije uo¢eno nakupljanje NO2-N i na kraju pokusa
je njegova koncentracija iznosila 0,1 mg/L, dok je koncentracija NOs-N iznosila 42 mg/L
(pokus D).

Proces nitrifikacije proveden pri pocetnoj koncentraciji NH4-N 36,19 mg/L i pH 8,0 §to
je vidljivo iz uklanjanja HN4-N uz nakupljanje NOs-N i bez nakupljanja NO2-N. Nakon 4,5 sata
koncentracija NO3-N porasla je na 46,5 mg/L, te je doslo do potpune oksidacije amonijaka
(pokus E). Koncentracija MLSS iznosila je 2 g/L.

Nakon 6 sati doslo je do potpune oksidacije amonijaka u pokusu uz pH 7,2 i pocetnu
koncentraciju NH4-N 37,2 mg/L. Koncentracija nakupljenog NO3-N na kraju pokusa iznosila
je 47,5 mg/L (pokus F). Pokus je proveden pri pH 7,2 uz MLSS 2 g/L.

Rezultati brzina nitrifikacije pokusa A-H prikazani su slikom 17, a uobi¢ajene promjene
motrenih pokazatelja kakvoce kao odraz mikrobnih aktivnosti prikazane su za odabrani pokus
nitrifikacije pocetne vrijednosti 40,5 mg NHs-N/L pri pH 8,0, ambijentalnoj temperaturi i 3,3 g
MLSS/L slikom 18. Rezultati pokazuju da visi pH i veca koncentracija biomase povecavaju

brzinu nitrifikacije, dok nizi pH 1 manja koli¢ina biomase usporavaju proces.
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Slika 18. NH4-N, NO3-N, NO2-N, POs-P, DO, pH i temperatura tijekom procesa nitrifikacije
40,5 mg NH4-N/L pri pH 8,0, ambijentalnoj temperaturi i 3,3 g MLSS/L.
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Vece brzine nitrifikacije postizu se pri pH 8,0 u usporedbi s pH 7,2 za istraZene pocetne
koncentracije 25 mg NHs-N/L i 40 mg NH4-N/L. Povecanje koncentracije NHs-N rezultira
smanjenjem brzine nitrifikacije, a pove¢anjem koncentracije mikrobne biomase postizu se vece

brzine nitrifikacije neovisno o odabranom pH.

Provedbom pokusa karakterizacije mulja odredena je aktivnost mulja za procese
uklanjanja dusSika (nitrifikacija i denitrifikacija, tablica 10 1 11), dok je aktivnost za uklanjanje
P ocekivano izostala buduci da sustav za obradu otpadne vode — lokalni uredaj nije projektiran
za uklanjanje P. Iako mulj s lokalnog uredaja nije EBPR mulj, kako su u muljevima uobicajeno
prisutni i PAOs, provedeni su i pokusi anaerobnog otpustanja POs-P i unosa KPK, te aerobnog

1 anoksi¢nog unosa POs-P.

Dobro razumijevanje dinamike ciljanih bioloskih procesa obrade otpadne vode nuzno
je za postizanje ucinkovite obrade, a ovisi o procesnim ¢imbenicima i funkcionalnim

mikroorganizmima.

Aktivni mulj ima kakvocu za uklanjanje organskih sastojaka i sastojaka s dusikom, dok

je mala aktivnost za uklanjanje P.

Kako aktivni mulj nema aktivnost za uklanjanje P provedeni su pokusi obogacivanja

aktivnog mulja s PAOs-ima.

4.2. Aktivnost mulja obogacenog PAOs-ima za uklanjanje N i P

Kako aktivni mulj nije pokazao aktivnost za uklanjanje P provedeno je obogacivanje
aktivnog mulja s PAOs. Postupak obogac¢ivanja mulja u SBR reaktoru provodeno je pri
naizmjeni¢no anaerobno-aerobnim uvjetima uz ciklus od 24 sata (0,5 sati punjenje, 15 sati
aeracija, 8 sati taloZenje 1 0,5 sati dekantiranje) i radni volumen 5 L. Tijekom anaerobne faze
procesa, mijeSalice su mijeSale teku¢inu brzinom od 40 okretaja/min kako bi se osiguralo
ucinkovito mijeSanje. Aerobna faza ukljudivala je upuhivanje zraka u reaktor. Zrak se
opskrbljivao brzinom protoka od 1,5 dm?*/min, odrZavajué¢i koncentraciju otopljenog kisika
(DO) iznad 2 mg/L tijekom aerobnog perioda. pH se odrzavao na 7,0+0,2, uz dodatak 2 M HCI
ili 2 M NaOH. Vrijeme zadrzavanja mulja (SRT) u sustavu odrzavalo se izmedu 10 i 15 dana.
Na kraju svakog ciklusa dio supernatanta bilo je zamijenjen istim volumenom sinteticke
otpadne vode kako bi se zadrzali stabilni uvjeti u reaktoru. U pocetku je KPK/P omjer iznosio

20:1, c¢ime se osiguravalo visoko optereCenje supstratom za poticanje brzog rasta
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mikroorganizama odgovornih za uklanjanje fosfora. Smanjenjem omjera na 15:1 nastavljen je
pokus do uspostavljanja stacionarnog stanja. Nakon 40 dana rada, sustav je dosegao stacionarno
stanje rada, $to je bilo vidljivo kroz promjenu koncentracije fosfora u efluentu. Uocena je i
stabilna koncentracija MLVSS i MLSS te njihov omjer u reaktoru $to ukazuje na mulj obogacen
PAOs vrstama. Kolic¢ina fosfora pohranjena u mikroorganizmima poput PAO 1 DPAO op¢enito
se moze zakljuciti na temelju omjera MLVSS prema MLSS. Nizi omjer sugerira vecu koli¢inu

fosfora pohranjenog u mikroorganizmima odgovornim za uklanjanje fosfora.

lako EBPR ima mnoge prednosti, njegova primjena u obradi otpadnih voda niskoga C/N
omjera je otezana zbog konkurencije za izvore C izmedu otpustanja P i denitrirfikacije (Ahn i
sur., 2002). Kao rjesenje se isticu DPAOs organizmi. Denitrificirajué¢a defosfatacija temelji se
na aktivnosti denitrificirajucih fosfat akumuliraju¢ih organizama, koji se mogu podijeliti u dvije
skupine: (i) denitrificirajué¢i fosfat akumuliraju¢i ogranizmi preko nitrata (engl. denitrifying
phosphate accumulating organisms over nitrate, DPAOS) koji mogu koristiti-uporabiti Kisik i
nitrat kao akceptore elektrona, i (ii) denitrificirajuéi fosfat akumulirajuéi ogranizmi preko nitrita
(engl. denitrifying phosphate accumulating organisms over nitrite, DNPAOs) koji mogu
koristiti kisik, nitrat i nitrit kao akceptore elektrona (Hu i sur., 2003). Prednost koriStenja
DPAOs u procesima uklanjanja P u odnosu na PAOs je izostanak konkurencije s heterotrofnim
denitrificiraju¢im bakterijama za izvore ugljika. Time je omoguceno istovremeno uklanjanje N
1 P uz niske zahtjeve za ugljitkom 1 energijom (Bassin 1 sur., 2012). Denitrificiraju¢a
defosfatacija zahtijeva 30% manje aeracije zbog nitrata kao elektron donora umjesto Kisika i
50% manje KPK (Kuba i sur., 1996).

DPAOS 1 DNPAOSs imaju metabolizam sli¢an fosfat akumuliraju¢im organizmima. Pri
naizmjeni¢nim anaerobnim 1 anoksi¢nim uvjetima DNPAOs uzimaju vanjske izvore ugljika 1
pohranjuju ih unutarstani¢éno u obliku polihidroksilakanoata (engl. polyhydroksyalkanoates,
PHASs) a potrebnu energiju osiguravaju kroz otpustanje fosfata iz stanice 1 razgradnju glikogena
u anaerobnim uvjetima. U slijednim anoksi¢nim uvjetima, DNPAQOs uporabljuju nitrit umjesto
kisika ili nitrata, kao elektron akceptore za anoksi¢ni unos PO4-P, pri ¢emu se energija
osigurava oksidacijom PHA, i zbiva se i regeneracija glikogena i rast stanica (Peng i Zhu, 2006;
Kuba i sur., 1996b).

Za uspjesnu provedbu denitrificirajuce defosfatacije nuzno je osigurati SRT vrijednost
koja nece izazivati uklanjanje funkcionalnih mikroorganizama ispuStanjem mulja (kratki SRT)
ili starenje mulja uslijed predugog SRT. Ma Fang i sur. (xx) kao optimalni SRT pokazali su

vrijednost od 18 dana. Dulje vrijeme zadrzavanja mulja moze smanjiti potrebu za C ¢ime se
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pogoduje obradi otpadnih voda niskoga C/N omjera. Osim SRT, i DO vrijednost vazan je
¢imbenik ucinkovitosti procesa. Visoki DO u anaerobnoj fazi inhibira otpusStanje fosfora i
sintezu PHB, dok u anoksi¢noj fazi dovodi do kompeticije izmedu kisika i NO3-N kao akceptora

elektrona.

Iz literature je poznato da se anaerobno otpustanje fosfata smanjuje s anaerobnim
povecanjem koncentracije NO2-N, i da za u¢inkovito otpustanje PO4-P i anoksi¢ni unos POs-P
treba osigurati u anaerobnim uvjetima NO2-N manji od 2 mgN/L (Zhang i sur., 2010). Takoder,
u literaturi je istaknuto da je pH povoljan za anaerobno otpustanje PO4-P i anoksi¢ni unos POs-
P oko pH 7,0, odnosno pH 8,0 (Zhang i sur., 2010). Iz tog razloga Sarzni pokusi SU U anaerobnim
uvjetima provedeni pri pH oko 7,0 i NO2-N<2 mg/L, odnosno pri pH oko 8,0 u anoksi¢nim

uvjetima.

4.2.1. Rezultati pokusa istovremenog uklanjanja C, N i P s aktivnim muljem obogaéenim

PAOs

U provedbi istovremenog uklanjanja C, N i P izazov je uskladivanje procesnih
¢imbenika bududi da su zahtijevani aerobni i anoksic¢ni uvjeti za funkcionalne organizme za
ciljanje bioloske procese uklanjanja C, N 1 P. Mikrobne vrste za uklanjanje hranjivih tvari
ukljucuju obi¢ne heterotrofe (OHO), nitrifikante, fosfat akumuliraju¢e organizme (PAO) i
glikogen akumuliraju¢e organizme (GAO). Denitrificiraju¢i PAOs (DPAOs), podskupina
PAOs, pokazuju kljucnu ulogu u uklanjanju dusika (N) i fosfora (P) zbog sposobnosti koristenja
nitrata i nitrita kao akceptora elektrona (Zaman i sur., 2020). Razli¢iti zahtjevi za potrebnom
koncentracijom otopljenog kisika kao i1 konkurencija za organski supstrat medu razli¢itim
funkcionalnim mikroorganizmima predstavljaju veliki izazov u postizanju maksimalne

ucinkovitosti istovremenog uklanjanja N i P u postrojenjima za obradu otpadnih voda.

U Sarznim pokusima provedeno je simultano uklanjanje C, N i P u anoksi¢no-aerobno
vodenom SBR reaktoru s ciljem istrazivanja ucinka razli¢itog omjera C/P na uklanjanje P bez
anaerobnog dijela procesa ¢ime se pojednostavljuje sam proces. Odabir pozeljnog C/P omjera
nuzan je za uspjeSan rad sustava za uklanjanje P. Istrazena je i potreba na KPK za unos P
(mgKPK/mgP). Pokusi su provedeni i s ciljem istraZzivanja konkurentnosti funkcionalnih
mikroorganizama (NI, DNI, PAOs, DPAOs, GAOs, OHOs) za O i raspolozive organske

sastojke.

Pokusi su provedeni u anoksi¢no-aerobnom slijedu uz natrijev acetat kao jedini izvor

ugljika 1 N/P 1. Istrazivani C/P omjeri bili su 1, 3, 5, 7 1 10 uz pocetnu koncentraciju 30 mg
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PO4-P/L i 30 mg NH4-N/L kako bi se definirala potreba na KPK za unos P. Odabrano trajanje
anoksi¢ne faze bilo je 2 sata u svim pokusima jer je uklanjanje KPK u tom vremenskom
intervalu zadovoljavajuée, bez potrebe za duljim ili kra¢im trajanjem. Svi pokusi provedeni su
pri ambijentalnoj temperaturi (24+2°C) koja nije nepovoljno utjecala na aktivnost PAOs,
nekontroliranom pH i DO < 0 ,3 mg/L u anoksi¢nim uvjetima i DO > 2 mg/L u aerobnim
uvjetima. Obzirom na nekontrolirani pH, promjene u vrijednostima pH odraz su mikrobnih
reakcija u pokusima i aktivnosti OHO, nitrificirajucih/denitrificirajucih vrsti i PAOs. Porast pH
u pocetku procesa odraz je aktivnosti OHO vrsti koje provode oksidaciju organskih sastojaka.
Pad pH vrijednosti nakon oksidacije KPK u pokusima pri C/P 1, 3 i 5 ukazuje na proces
oksidacije NHs-N i nakupljanje NO3-N i NO2-N. U pokusima pri C/P 7 i 10 ne dolazi do
smanjenja vrijednosti pH kao rezultat oksidacije KPK koji je preostao nakon anoksi¢nog dijela
procesa, unato¢ procesu nitrifikacije. Vodenje pokusa pri DO < 0,3 mg/L u anoksi¢nim uvjetima
uz mijeSanje na magnetskoj mijeSalici, omogucilo je unos organskih sastojaka u stanice PAOs
u obliku PHB §to se ocituje smanjenjem koncentracije KPK u mediju. Proces denitrifikacije u
anoksi¢nim uvjetima sprijecen je pranjem biomase ¢ime su se uklonili N oksidi iz medija, te je

omoguceno koriStenje KPK od strane PAOs.

Rezultati brzine oksidacije amonijaka i uklanjanja P za pokuse C/N 1-10 prikazani su
na slici 20, a uobiCajene promjene motrenih pokazatelja kakvoce kao odraz mikrobnih
aktivnosti za odabrani pokus pri C/P 10 u aerobnim uvjetima prikazane su slikom 21. U
pokusima pri svim odabranim omjerima C/P zbivala se potpuna oksidacija NH4-N koja nije

rezultirala nakupljanjem NO3-N i NO2-N u ekvivalentnoj (stehiometrijskoj) koli¢ini.
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Slika 20. Brzine oksidacije amonijaka i uklanjanja P za pokuse C/P 1, 3,5, 71 10

U aerobnom dijelu provedena je istovremena oksidacija KPK, oksidacija NHas-N, te
uklanjanje P u pokusima pri C/P 10. Profil pH odraz je aktivnosti funkcionalnih
mikroorganizama prisutnih u procesu.
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Slika 21. Promjene KPK, POs—P, NHs-N, NO3z-N, NO2-N, te pH, DO i temperature tijekom

aerobnog perioda pokusa pri C/P 10

Promjene u koncentraciji NH4-N, NO3z-N, NO2-N, PO4-P i KPK , u razli¢itim procesnim

uvjetima i okoli$nim ¢imbenicima, prikazane su na slikama 22-26 za omjere C/Pod 1, 3,5, 7 i

10.
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Slika 22. Promjene KPK tijekom aerobnog perioda pokusa pri C/P 1-10

Slika 23. Promjene PO4—P tijekom aerobnog perioda pokusa pri C/P 1-10
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Slika 24. Promjene NHs-N tijekom aerobnog perioda pokusa pri C/P 1-10
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Slika 25. Promjene NOs-N tijekom aerobnog perioda pokusa pri C/P 1-10
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Slika 26. Promjene NO»-N tijekom aerobnog perioda pokusa pri C/P 1-10

Pri C/P 1 utroSen je sav raspolozivi KPK pri anoksi¢nim uvjetima. Prelaskom na
aerobne uvjete rada doslo je do akumulacije P i istovremene oksidacije NH4-N. U aerobnim

uvjetima uklonjeno je 29% PO4-P tijekom 80 minuta.

U pokusima pri C/P 3 nakon anoksi¢ne faze preostaje KPK koji se oksidira u aerobnom
dijelu pokusa. Oksidirano je preostalih 103 mg KPK/L i uklonjeno 42% POs-P tijekom 60

minuta aerobne faze.

Pri C/P 5 dolazi do uklanjanja 44% POs-P u aerobnim uvjetima i oksidacije preostalog
KPK (131 mg KPKI/L).

Uvjeti pokusa pri C/P 7 omogucili su potpunu oksidaciju HN4-N u aerobnim uvjetima,

uklanjanje preostalog KPK i uklanjanje 42,6% PQO4-P.
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Svaki pokus ukljucivao je anoksi¢nu fazu u trajanju od 2 sata, nakon koje su uslijedile
aerobne faze razliCitog trajanja, s maksimalnim trajanjem od 200 minuta za C/P 1 te minimalno
165 minuta za C/P 7 i 10. Potrosnja KPK tijekom anoksi¢ne faze varirala je medu pokusima:
(i) u pokusu 1 uklonjen je sav dostupni KPK; (ii) u pokusu 2 KPK se smanjio za 85 mg/L; (iii)
u pokusu 3 uklonjeno je 112 mg/L KPK; (iv) u pokusu 4 uklonjeno je 76 mg/L KPK; te (v) u
pokusu 5 uklonjeno je 130 mg/L KPK. Tijekom aerobne faze, preostali KPK (ukoliko ga je
bilo) oksidiran je zajedno s NHs-N. Mikrobna aktivnost tijekom ove faze rezultirala je
oksidacijom amonijaka i uklanjanjem fosfora, prikazano na slici 20. Postotak uklonjenog POs-
P varirao je medu pokusima tijekom aerobne faze: (i) 29% u roku od 80 minuta, (ii) 42% u roku
od 60 minuta, (iii) 44% u roku od 60 minuta, (iv) 42,6% u roku od 45 minuta te (v) 51% u roku

od 45 minuta.

Na slikama 27 i 28 prikazani su rezultati uklanjanja KPK, NHa-N, PO4-P, te nakupljanje
NOx-N.
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Slika 27: Udio uklonjenog KPK, NH4-N i PO4-P pri istrazivanim C/P 1-10
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Slika 28: Koncentracija nakupljenog NO2-N i NO3-N pri istrazivanim C/P 1-10

Prisutne PAOs vrste identificirane su koristenjem FISH metode (Amann, 1995), a
unutarstani¢no nakupljanje polifosfata potvrdeno je bojanjem po Neisseru (Eikelboom i van
Bujisen, 1983). Koristene su probe EUBmix za detekciju svih bakterija (Daims i sur., 1999;
Amann i sur., 1990), i PAOmix probe za detekciju Accumulibacter (Crocetti i sur, 2000), jer je
zabiljezeno aerobno uklanjanje P. Na CLSM mikrografima dokazana je prisutnost PAOs
vezanih PAOmix probama (Slika 29). Nagomilani poliP u mikrobnim stanicama prikazan je
slikom 30.

Slika 29. CLSM aktivhog mulja hibridiziranog sa Cy3 ozna¢enim PAOmix probama i Cy5

oznacenim EUBmix probama. PAOs su prikazani crveno, sve bakterije zeleno
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Slika 30. Aktivni mulj obojan po Neisseru za dokazivanja poliP, povecanje 400x

4.3. Odabir konfiguracije A-O-A procesa s endogenom denitrifikacijom probirom
procesnih ¢imbenika i kinetika/aktivnost DPAOs i DGAOs u uklanjanju N i P iz

otpadne vode niskoga omjera C/N u A-O-A procesu uz endogenu denitrifikaciju

Pokusi uklanjanja N i P iz otpadne vode niskoga omjera C/N (C/N ~4) u A-O-A procesu

uz endogenu denitrifikaciju provedeni su s ciljem istrazivanja:

I.  utjecaja koncentracije DO na uinkovitost uklanjanja N i P i

ii.  moguce ustede operativnih troskova.

Pokusi su provedeni u SBR radnog volumena 6 L s aktivnim muljem obogac¢enim PAOS
vrstama, bez kontrole pH vrijednosti 1 uz ambijentalnu temperaturu. PoCetne koncentracije
NH4-N u pokusima iznosile su 30+2 mg NHs-N/L, a MLSS je bio odrzavan na 3,0+0,2 g
MLSS/L. Anaerobno-aerobno-anoksi¢ni proces ukljucivao je 2 sata anaerobnih uvjeta (uz
dodatak 2 L sintetske otpadne vode u prvih 10 minuta), 3 sata aerobnih uvjeta uz DO >2 mg/L
ili DO ~1 mg/L, te anoks¢nu fazu u trajanju od 3 sata. Obje konfiguracije (DO >2 mg/L 1 DO
~1 mg/L) vodene su 30 dana. Anaerobna faza osigurava unutarstani¢nu pohranu ugljika, unos
P i denitrifikaciju, aerobna faza omogucéava unos P i SND, a anoksi¢na faza endogenu

denitrifikaciju.

Rezultati uklanjanja N i P iz otpadne vode niskoga omjera C/N u A-O-A procesu uz

endogenu denitrifikaciju pri DO >2 mg/L i DO ~1 mg/L prikazani su na slici 30.
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Slika 30. a) ulaz, izlaz i u¢inkovitost uklanjanja KPK, b) ulaz, izlaz i u¢inkovitost uklanjanja
NH2z-N i ukupnog dusika, c) ulaz, izlaz i u¢inkovitost uklanjanja POs-P i d) ulaz i izlaz NOs-N
i NO2-N u A/O/A procesu uz endogenu denitrifikaciju pri DO >2 mg/L i DO ~1 mg/L

Pokusi provedeni pri DO >2 mg/L rezultirali su prosje¢nim uklanjanjem KPK od 91,6%
uz koncentraciju KPK od 19,7 mg KPK/L u efluentu. Provedena je potpuna oksidacija NHs-N
bez nakupljanja nitrata. Prosje¢na koncentracija NOs-N u efluentu bila je 7,4 mg NOs-N/L (i
4,8 mg NOs-N/L u influentu anaerobne faze), a NO2>-N 0,8 mg NO2-N/L. Prosje¢na
koncentracija TN u efluentu iznosila je 8,2 mg TN/L $§to je rezultat u¢inkovitosti uklanjanja od
76,6%. Uklanjanje PO4-P iznosilo je 78,5% uz koncentraciju <0,5 mg PO4-P/L u efluentu (slika
30).

Prosje¢no uklanjanje KPK u pokusima pri DO ~1 mg/L iznosilo je 91,8%, a
koncentracija u efluentu iznosila je 19,2 mg KPK/L. Doslo je do potpune oksidacije NH4-N bez
nakupljanja nitrata. Prosjecne koncentracije NO3z-N i NO2-N u efluentu iznosile su 1,1 mg NOs-
N i 0,4 mg NO2-N/L, uz uklanjanje TN od 95,3% i njegovu koncentraciju 1,5 mg TN/L u
efluentu. Koncentracija NO3-N u influentu anaerobne faze iznosila je 0,9 mg NOs-N/L.
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Prosje¢no uklanjanje POs-P bilo je 77,9% $to je rezultiralo koncentracijom POs-P u efluentu

<0,5 mg POs-P/L (slika 30).

Kako bi se stekao dublji uvid u mikrobne procese koji se odvijaju u svakoj fazi A-O-A

procesa, provedeni su Sarzni pokusi 21. dana uz DO >2 mg/L (slika 31) te 24. dana uz DO ~1

mg/L (slika 32).
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Slika 31. Promjene koncentracija NH4-N, NO3-N, NO2-N, PO4-P, KPK i PHA u SarZznom

pokusu A/O/A procesa uz endogenu denitrifikaciju pri DO >2 mg/L, 21. dan pokusa

£ ol

s 30 OO0,

Qo O e

292 ox Ox

w220 { B¢

z E 5 | xl:l

zZ= ]

|m@10 .

o€ X R

ZL 50 RS 0

{E 0 %A’A’A’A’A’A’A’A’v =

% 0 2 4
t,h

6

ONH4-N XNO2-N A NO3-N %PO4-P OPHA OKPK

Slika 32. Promjene koncentracija NH4-N, NO3-N, NO2-N, PO4-P, KPK i PHA u Sarznom

pokusu A/O/A procesa uz endogenu denitrifikaciju pri DO ~1 mg/L, 24. dan pokusa
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Pokusi na 21. dan rezultirali su brzinom oksidacije KPK od 110 mg KPK/Lh i utrosak
PHA u aerobnoj fazi od 19 mmol C/L. Dio PHA utroSen je u anoksi¢noj fazi procesom
endogene denitrifikacije. Brzina oksidacije amonijaka u aerobnoj fazi iznosila je 11,2 mg NHa-
N/L, a koncentracije NOs-N i NO2-N bile su 13,2 mg NO3z-N/L i 2,7 mg NO2-N/L. Gubitak TN
iznosio je 43% u aerobnoj fazi. Anoksi¢na faza rezultirala je ukupnim gubitkom N od 73%.
Otpustanje P uz istovremeni unos acetata i nakupljanje PHA odvijalo se u anaerobnoj fazi, dok
je u aerobnoj fazi postignuto gotovo potpuno uklanjanje P uz brzinu unosa od 9 mg PO4-P/Lh
(slika 31).

Brzina oksidacije KPK u Sarznom pokusu na 24. dan iznosila je 104 mg KPK/Lh, a
potrosnja PHA 15,4 mmol C/L. Koncentracije nitrata i nitrita u aerobnoj fazi iznosile su 4,2 mg
NOz-N/L i 7,3 mg NO.-N/L, uz brzinu oksidacije amonijaka 9,4 mg NH4-N/L te gubitak N od
71%. Anoksi¢na faza omogucava 97% gubitka N. Brzina unosa PO4-P u aerobnoj fazi iznosila
je 9,4 mg POs-P/Lh (slika 32).

4.4. FISH analiza mikrobnih zajednica za uklanjanje N i P

Aktivni mulj oboga¢en PAOs vrstama analiziran je FISH metodom za dokazivanje
skupina mikroorganizama koji provode procese nitrifikacije — amonijak i nitrit oksidirajuce
bakterije (engl. Ammonium Oxidizing Bacteria, AOB i engl. Nitrite Oxidizing Bacteria, NOB)
koje provode oksidaciju NH4-N do NO2-N i NO2>-N do NOs-N , denitrifikacije (uobicajene
heterotrofne denitrifikante za redukciju NOs-N u plinoviti dusik) i denitrificirajuce
defosfatacije — fosfat akumulirajuce organizme (engl. Phosphate Accumulating Organisms,
PAOs), denitrificirajuce fosfat akumuliraju¢e organizme (engl. Denitrifying Phosphate
Accumulating Organisms, DPAOs), kao i glikogen akumulirajuée organizme (engl. Glycogen
Accumulating Organisms, GAOs). Vizualizacija i dokumentiranje analiziranih uzoraka
primjenom FISH metode je u¢injena na konfokalnom laser skeniraju¢em mikroskopu (engl.
Confocal Laser Scanning Microscopy, CLSM). Sve bakteije su oznacene probom EEUBmix i
prikazane zeleno, dok su pojedini mikrobni klasteri obojani odgovaraju¢im probama i prikazani

crveno.

Mikrobni klasteri AOB oznaceni su probom Nso 190, te vizualizirani i dokumentirani

na slici 33.
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Mikrobni klasteri NOB oznaceni su probom NIT3, te vizualizirani i dokumentirani na

slici 34.

Mikrobni klasteri denitrificiraju¢ih organizama oznacCeni su probom DENI124, te

vizualizirani i dokumentirani na slici 35.

Mikrobni klasteri denitrificiraju¢ih fosfor akumuliraju¢ih organizama oznaceni su

probom DPAOmMIX, te vizualizirani i dokumentirani na slici 36.

Mikrobni klasteri glikogen akumulirajucih organizama oznaceni su probom GAOmix,

te vizualizirani i dokumentirani na slici 37.

0 pm 10

Slika 33. CLSM amonijak oksidirajucih bakterija oznacenih probom Nso190 prikazani

crveno 1 svih bakterija oznacenih probom EUBmix prikazani zeleno
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Slika 34. CLSM nitrit oksidirajucih bakterija oznacenih probom NIT3 prikazani crveno

i svih bakterija oznacenih probom EUBmix prikazani zeleno

Slika 35. CLSM denitrificiraju¢ih bakterija oznacenih probom DEN124 prikazani

crveno 1 svih bakterija oznacenih probom EUBmix prikazani zeleno
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Slika 36. CLSM denitrificirajucih fosfor akumulirajucih organizama oznac¢enih probom

DPAOmix prikazani crveno i svih bakterija oznacenih probom EUBmix prikazani zeleno

Slika 37. CLSM glikogen akumuliraju¢ih organizama oznacenih probom GAOmix

prikazani crveno i svih bakterija oznac¢enih probom EUBmix prikazani zeleno
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5. RASPRAVA

5.1. Udinkovitost aktivnog mulja za uklanjanje C, N i P — karakterizacija aktivnog mulja

Sastav mikrobne zajednice aktivnog mulja i bioloSka raznolikost na sustavima za obradu
otpadnih voda razvijaju se i mijenjaju dinami¢no i ne nuzno predvidljivo, ovisno o operativnim
¢imbenicima (Henze 1 sur., 2008). Aktivni mulj je mikrobna zajednica brojnih vrsta
mikroorganizama koji formiraju nakupine — pahuljice ili flokule na nacin da se mikro-kolonije
pricvrséuju na nitaste vrste bakterija koje ¢ine okosnicu flolkule, a izvanstani¢ne polimerne
tvari (engl. Extracellular Polymeric Substances, EPS) ¢ine smjestajnu matricu (Niselsen i sur.,
2012). Uspjesnost proc¢iS¢avanja otpadne vode ovisi o u¢inkovitosti kojom bakterije razgraduju
prisutan organski materijal te o njihovoj sposobnosti medusobnog prianjanja, stvaranja flokula
i talozenja iz otopine. Kako se pobolj$avaju svojstva flokuliranja mikroorganizama u aktivnom
mulju, tako se poboljSavaju i taloZenje i u¢inkovitost procis¢avanja otpadne vode. Otpadne vode

bogate toksi¢nim tvarima mogu poremetiti biolosku aktivnost aktivnog mulja.

Aktivni mulj je taksonomski i metabolicki raznolika mikrobna zajednica s kompleksnim
odnosima medu svojim ¢lanovima koja biorazgradive tvari u otpadnoj vodi koristi kao izvore
hrane. Sastav mikrobne zajednice u uredajima za prociS¢avanje otpadnih voda razlikuje se
obzirom na primijenjenu tehnologiju obrade vode (radne uvjete/procesne cimbenike) i
karakteristike influenta (Begmatov i sur., 2022). Cilj je formiranje aktivnog mulja
zadovoljavajuceg sastava 1 u€inkovitosti za Zeljene procese, te izbjegavanje izazova poput
nakupljanja nitastih bakterija Sto dovodi do pjenjenja mulja. Dobro poznavanje ¢imbenika koji
utjecu na sastav 1 dinamiku mikrobne zajednice klju¢no je za upravljanje procesima obrade.
Pokazalo se da postoji povezanost izmedu raznolikosti 1 sastava mikrobne zajednice te
ucinkovitosti prociS¢avanja (Kim 1 sur., 2019). Unato¢ velikom napretku u molekularnim
metodama proucavanja mikrobne zajednice aktivnog mulja zadnjih godina, dinamika i
raznolikost unutar iste nisu u potpunosti shvaceni, a nerazumijevanju doprinosi i nemoguénost
kultivacije vecine mikroorganizama aktivnog mulja (Begmatov 1 sur., 2022). Na sastav
mikrobne zajednice utjeCu ¢imbenici poput temperature, sastava influenta (kemijski i bioloski

sastav ulazne otpadne vode), SRT, DO, odnosno okoli$ni uvjeti i nacin rada (Peces i sur., 2022).

U aeracijskom bazenu procesa s aktivnim muljem obi¢no se susrece pet glavnih skupina

mikroorganizama:

(1) Bakterije koje su primarno odgovorne za uklanjanje organskih tvari iz otpadne vode
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(i)  Protozoe poput ameba i trepetljikasa koje uklanjaju i razgraduju rasprSene bakterije i
suspendirane ¢estice

(il)  Metazoe poput nematoda i rotifera koje prevladavaju u starijim sustavima

(iv)  Nitaste bakterije koje u velikoj zastupljenosti mogu uzrokovati probleme s taloZenjem
mulja

(v) Alge i gljivice koje obi¢no ukazuju na probleme vezane uz pH i starost mulja

U ukupnoj biomasi aktivnog mulja bakterije su zastupljene oko 95% a odgovorne su za
oksidaciju i transformaciju vecine organskih sastojaka, imaju najvecu biokemijsku aktivnost
zbog brzog stani¢nog rasta i raznolikog enzimskog potencijala i proizvode ekstracelularne
polimerne tvari (engl. Extracellular Polymeric Substances, EPS) koje potpomazu i omogucuju
formiranje flokula (Bitton, 2005).

U flokulama su prisutni razli¢iti rodovi: (i) heterotrofnih bakterija, poput: Zoogloea,
Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes, Achromobacter, Corynebacterium, Comomonas,
Brevibacterium, Acinetobacter, Bacillus spp., kao i nitasti mikroorganizmi, (ii) autotrofnih
bakterija, popout: Nitrosomonas i Nitrobacter, (iii) protozoa, poput: Chilodonella, Colpidium,
Blepharisma, Euplotes spp., Paramecium, Litonotus, Trachelophyllum i Spirostomum,
Vorticella, Carchesium, Opercularia, Epistylis i Zoothamium, (iv) viSestani¢nih eukariotskih
organizama, metazoa i to: rotifere, nematode, crvi (Bitton, 2005; Metcalf & Eddy, 2003;
Eikelbloom, 2000).

| u aktivnom mulju s lokalnog uredaja za obradu otpadnih voda uporabljenom za
provedbu pokusa disertacije odredena i dokumentirana je prisutnost razli¢itih mikrobnih vrsta,
koje doprinose ucinkovitosti procesa uklanjanja organskih 1 anorganskih sastojaka iz otpadne
vode 1 Cine flokule boljih ili lo$ijih karakteristika s obzirom na talozivost, indeks mulja 1

biokemijsku aktivnost u uklanjanju C, N i P (Slike 11-16).

Aktivni mulj dobre mikrobiolosko-biokemijske aktivnosti karakterizira dobro svojstvo
talozivosti, svijetlosmeda do sivosmeda boja, svjezi miris (po humusu) 1 bistro teku¢ina iznad

istalozenog mulja (Daiger 1 sur., 2018; Roche 1 sur., 2022).

Mulj s lokalnog uredaja za obradu otpadne vode pokazao je dobra svojstva talozenja
(Slika 10), raznoliku mikrobnu zastupljenost (Slike 11-16) i formirane nakupine — pahuljice ili
flokule (Slike 8 1 9).

Otpadne vode grada karakterizira mali omjer KPK/N (Tablica 9), ¢esto nedostatan za

uklanjanja N, proces denitrifikacije, te je potrebno za osiguravanje dostatne koli¢ine organskih
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sastojaka kao donora elektrona dodavati vanjske izvore ugljika (poput acetata, metanola,

hidroliziranog mulja ...) (Racys i sur., 2018; Monteith i sur., 1980; Gao i sur., 2011)

U izradi disertacije kao izvor ugljika posluzio je natrijev acetat dodan u odgovarajuéoj
koli¢ini za odabrani ciljani omjer C/N odnosno KPK/N ili KPK/P. Tu i Schuler proveli su
istrazivanje utjecaja koncentracije acetata i pH vrijednosti na PAOs i GAOs vrste te zakljucili
da je kombinacija visokih koncentracija acetata u reaktoru i niske pH vrijednosti dovela do
smanjenja aktivnosti PAOs. Vise koncentracije CH3COOH pri nizim pH vrijednostima, zajedno
s relativno visokim koncentracijama koje se pojavljuju prilikom brzog dodavanja acetata u
SBR, moze inhibirati PAOs, odnosno nize koncentracije acetata pogoduju PAOs u odnosu na
GAOs. Yagci i sur. pokazali su da prisutnost acetata pozitivno utjeCe na ucinkovitost EBPR.
Primije¢eno je da se ucinkovitost EBPR pogorsava ukoliko je influent bogat glukozom, bez
obzira na smanjeni unos NOx-N. Niski omjeri KPK/TKN uzrokuje manju uéinkovitost
uklanjanja fosfora jer nitrat koji ulazi u anaerobnu zonu trosi supstrat za denitrifikaciju.
Rezultati su takoder pokazali da se anoksicno uzimanje fosfata dogada istovremeno s
redukcijom nitrata kada nema vanjskog supstrata, $to ukazuje da neki PAOs mogu denitrificirati
1 da se stopa otpuStanja fosfora smanjuje u anoksi¢nim uvjetima zbog koriStenja acetata za
denitrifikaciju i istovremenog uzimanja fosfora od strane DPAQOs. Soejima i sur. proveli su tri
vrste pokusa pri istrazivanju efekta acetata i nitrita na uklanjanje N i P u A-O-A procesu. U
prvoj vrsti pokusa dodan je natrijev acetat na pocetku anoksi¢nog stanja radi poticanja
denitrifikacije heterotrofnim denitrifikantima. U ovom pokusu, PAOs su odgovorni za
uklanjanje fosfata, dok su heterotrofni denitrifikanti odgovorni za uklanjanje dusSika. Druga
vrsta pokusa ukljucivala je dodavanje natrijevog acetata na pocetku aerobnog stanja za
inhibiciju aerobnog uzimanja fosfata od strane PAOs. U ovom pokusu fosfat se uklanja pomoc¢u
PAOs i DNPAOs. Dodavanje nitrita na pocetku aerobnog stanja za inhibiciju uzimanja fosfata
od strane PAOs bio je tre¢i set pokusa. Pokazano je da je drugi pokus najucinkovitiji za
poboljsanje aktivnosti DNPAOs i time za odrZzavanje visoke uc¢inkovitosti uklanjanja dusSika 1

fosfora u A-O-A procesu.

Flokule male, zaobljene kompaktne strukture su karakteristiéne za sustave obrade
otpadne vode niskog /malog optere¢enja organskim sastojcima (BPK<0,10 kg/kg,d), pri DO>2
mg/L i visokih vrijednosti SRT. Takvi sustavi obrade otpadne vode niskog opterecenja s
organskim sastojcima imaju tendendenciju povremenog pojavljivanja plivaju¢eg mulja i1

pjenjenja mulja ¢iji je glavni uzroénik hidrofobna nitasta vrsta bakterija Michotrix parvicella.

Nastanku plivaju¢eg mulja u bioreaktorima i naknadnim taloZnicama doprinosi niski omjer
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F/M, a najcesce se javlja tijekom zimskih i proljetnih mjeseci, a kontrola se postize smanjenjem
koncentracije MLSS u aerobnim reaktorima - smanjenjem povrata mulja iz naknadnih taloznica
u bioaeracijske bazene ¢ime se povecava omjer F/M (Abusam i sur., 2020; Eikelboom, 2000;
Nierycho 1 sur., 2020). Medutim, smanjivanje vrijednosti MLSS moze uzrokovati smanjenu
aktivnost i gubitak sororastucih nitrificiraju¢ih vrsta i poveéanje proizvodnje otpadnog mulja

(Jenkins i sur., 2003; Eikelboom, 2000).

Nagomilavanje/nakupljanje mulja (engl. sludge bulking) predstavlja glavni operativni
problem sustava obrade otpadne vode kao rezultat nedostatka N, P i elemenata u tragovima i
kao rezultat velikih fluktuacija DO, temperature i pH, a takav mulj karakterizira slaba talozivost
i mala kompaktnost uzrokovana prekomjernim rastom i prisustvom nitastih vrsta (Metcalf &
Eddy, 2003).

Konvencionalne sustave bioloSkog uklanjanja hranjivih tvari Cesto karakteriziraju
nedostaci poput zahtjeva za velikim prostorom, mala ucinkovitosti obrade otpadne vode,
proizvodnja viska mulja (McCarty, 2018; Rittmann i McCarty, 2001), te se istrazuju razlicite
konfiguracije mikrobnih procesa koji ¢e rezultirati u¢inkovitom obradom otpadne vode uz
manje troskove (procesi A20, AOA, UCT) (Rong i sur., 2020; Zhang i sur., 2013; Rong i sur.,
2019; Zeng i sur., 2010).

Sto su zahtjevi za kvalitetom procis¢ene otpadne vode stroZi u smislu koncentracija C,
N i P, sustav s aktivnim muljem mora biti sloZeniji kako bi se postigla potrebna razina
uklanjanja oneciS¢enja. Za sustave za bioloSko uklanjanje hranjivih tvari nuZna je starost mulja
(SRT) od priblizno 10 do 25 dana i HRT od priblizno 10 do 24 h. Nakon $to je starost mulja
dulja od otprilike 3 dana na 20 °C (4 na 14 °C), sporo biorazgradivi organski dijelovi gotovo su
potpuno iskoriSteni (Wentzel i sur., 2008). Na uspjesnost sustava utjecu ili previsoke ili preniske
koncentracije DO u aerobnoj zoni. Previsoke koncentracije DO su nepotrebno skupe i
rezultiraju recikliranjem kisika u anoksi¢nu (i anaerobnu zonu ako je EBPR ukljucen) zonu,
¢ime se smanjuje mogucnost uklanjanja N i P; preniske koncentracije DO uzrokuju pad

ucinkovitosti nitrifikacije 1 moguci razvoj mulja loSee taloZivosti.

Na uspjesnost uklanjanja fosfora utjecu izvori ugljika u otpadnim vodama (Oehmen i
sur., 2007). U EBPR postrojenjima, acetat i glukoza predstavljaju najces¢e prisutne lako
hlapljive masne kiseline. Koristenje acetata istice se po visokoj u¢inkovitosti uklanjanja ugljika
i velikoj proizvodnji polihidroksialanoata (PHA) (Hollender i sur., 2002; Pijuan i sur., 2009).
Proces EBPR snazno ovisi o temperaturi, Sto potvrduju studije Brdjanovica i suradnika (1997,
1998) te Lopez-Vazqueza i suradnika (2009). Utvrdeno je da je pri temperaturi od 20 °C

83



oslobadanje 1 akumulacija fosfora optimalna, Sto pogoduje dominaciji PAOs-a medu
mikroorganizmima (Wei i sur., 2014). Takoder, prema Loépez-Vazquez i sur. (2008), pri
temperaturama ispod 20 °C favoriziran je rast PAOs nad GAOs. Za ucinkovito biolosko
uklanjanje dusSika 1 fosfora vazan je omjer kemijske potrosnje kisika (KPK) 1 ukupnog fosfora
(TP). Arbabi i suradnici (2012) navode da taj omjer iznosi 40, dok Tchobanoglous i sur. (2004)
predlazu omjer KPK/TP od 33. Takoder, istrazivanja su pokazala da visoke koncentracije
otopljenog kisika (4,5-5 mg/L) u aerobnoj fazi smanjuju uéinkovitost uklanjanja fosfora, dok
niske koncentracije (2,5-3 mg/L) poti¢u povecanje udjela PAOs u aktivnom mulju (Brdanovi¢
i sur., 1998). Filipe i suradnici (2001) istaknuli su pH od 7,25 u anaerobnim uvjetima kao
kljucan: pri pH nizem od 7,25 GAOs brze apsorbiraju VFA od PAOs, dok je pri visem pH

obrnuto.

Aktivni mulj s lokalnog uredaja za obradu otpadne vode grada pokazao je aktivnost za
uklanjanje sastojaka s duSikom u procesima nitrifikacije uz brzinu 5 mg NHs-N/L h i
denitrifikacije uz brzinu 3 mg NO3-N/L h. Aktivni mulj nije pokazao aktivnost za uklanjanje P.
Za provodenje procesa denitrifikacije bila je nuzna prilagodba aktivnhog mulja na acetat kao

izvor ugljika.

Iz tog razloga provedeni su pokusi prilagodbe aktivnog mulja za uklanjanje N u nizu

naizmjeni¢nih pokusa nitrifikacije 1 denitrifikacije, uz acetat kao izvor ugljika.

Aktivni mulj s lokalnog uredaja za obradu otpadne vode grada poboljsane aktivnosti za

uklanjanje N, pokazao je aktivnost i u¢inkovitosti uklanjanja C, N i1 P, kako slijedi:

a) U procesu nitrifikacije 25 mg HN4-N/L ostvarena je brzina oksidacije NH4-N
15,2 mg NHs-N/L h, bez nakupljanja NO2-N i uz nakupljanje 10 mg NOs-N/L (5to ¢ini 40%
od pocetne vrijednosti NHs-N), odnosno brzini nitrifikacije 12,9 mg NHs-N/L h, pri ¢emu je
izraCunata specificna brzina nitrifikacije 3,9 mg NH4-N/gVSS h.

U procesu nitrifikacije aktivne su amonijak 1 nitrit oksidirajuée bakterije kao
funkcionalni mikroorganizmi, za koje su povoljni odgovaraju¢i operativni ¢imbenici: pH 7-8,
DO>2 mg/L, raspon koncentracije 5-100 mg NHs-N/L a inhibiraju¢i u¢inak ima slobodni
amonijak 10-150 mg NHs/L za AOB odnosno 0,1-1,0 mgl NHs/L za NOB (Dinger i Kargi,
2000; Anthonisen i sur., 1976). Takoder, pH vrijednost u rasponu 7<pH<8 i DO>2 mg/L su
povoljni za proces potpune nitrifikacije odnosno prevodenje NH4-N u NOs-N, a za proces
djelomicne ili parcijalne nitrifikacije povoljno su uvjeti pH>8 1 DO<I mg/L pri ¢emu je
inhibirana aktivnost NOB a favorizirana aktivnost AOB i prevodenje NH4-N u NO2-N. Pri tome
treba biti oprezan u vodenju procesa jer NO2-N>6 mg/L inhibira aktivnost AOB (proces
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nitritacije) i NO2-N>15 mg/L inhibira aktivnost NOB (proces nitratacije) (Soliman i sur., 2018;
Komorowska-Kaufman i sur., 2006).

Omyjer ugljika i dusika u otpadnoj vodi trebao bi biti manji od 0,25 kako bi se osigurala
ucinkovita nitrifikacija, a ograni¢enje otopljenog kisika postaje znacajno kada je brzina opskrbe
kisikom manja od 2 g O,/g NH,4-N. (Dinger i Kargi, 2000).

Bernata i sur. (2010) postigli su prosje¢nu brzinu nitrifikacije od 8,56 mg NH4-N/L uz
855 mg KPK/L i C/N 4 uz koncentracije DO< 0,7 mg/L. Eksperiment je voden u SBR reaktoru
i efikasnost uklanjanja amonijaka iznosila je 96-98%. Li i suradnici (2010) istrazivali su
uklanjanje amonijaka u otpadnoj vodi visoke pocetne koncentracije amonijaka (300 mg/L) 1
pokazali da se promjenom procesnih parametara moze osigurati ucinkovita nitrifikacija s
limitiranom koncentracijom otopljenog kisika. Chiu i sur. (2006) proveli su pokuse simultane
nitrifikacije i denitrifikacije u SBR reaktoru s pocetnom koncentracijom NH4-N 119 mg/L uz
C/N 6,3, 11,7 i 19,1 i DO 0,64-0,68 mg/L. Pove¢anjem C/N omjera dolazi do povecanja
uc¢inkovitosti procesa. Brzine nitrifikacije rastu s 3,45 na 11,33 mg/gh, a denitirfikacije s 9,62
na 11,01 mg/gh.

Eksperimentalni uvjeti provedenih pokusa disertacije razlikuju se na temelju dva
kljuéna parametra: pH i koncentracije biomase. Pokusi A, C, E i G vodeni su pri pH 8,0, dok
su B, D, F i H vodeni pri pH 7,2. Osim toga, MLSS je iznosio 3,3 g/L u pokusima A-D i 2 g/L
u pokusima E-H (tablica 10). Pokazano je da ovi faktori znacajno utjeCu na brzinu nitrifikacije

i oksidacije nitrata.

Usporedujuci rezultate pokusa, obzirom na razlicite koncentracije biomase (2, odnosno
3,3 g/L), mogu se jasno identificirati razlike u dinamici promjena koncentracija duSikovih
spojeva. Pokusi s ve¢om koncentracijom biomase pokazuju brze promjene, dok su promjene u
pokusima s manjom koncentracijom biomase znatno sporije. U pokusima A i B, s viSom
koncentracijom biomase, pocetne koncentracije NH4-N su 25+2 mg/L (25,2 mg/L 123,9 mg/L),
i do potpune oksidacije dolazi za 1,66 odnosno 2,33 sata Sto ukazuje na prisutnost
mikroorganizama koji povode proces nitrifikacije (bez nakupljanja NO2-N). U pokusima G i H
do potpune oksidacije NHs-N dolazi nakon 3,66 odnosno 3 sata, ponovno bez nakupljanja NO--
N. Pocetni HN4-N preveden je u NO3-N uz porast koncentracije Kisika na kraju procesa. Podaci
dobiveni nakon provedenih pokusa pokazuju da veca koncentracija biomase dovodi do
intenzivnije bioloske aktivnosti, brzih promjena u koncentracijama dusSikovih spojeva, brzeg

pada NHas-N, rasta NOs-N, te vece potrosnje kisika. U pokusima s nizom koncentracijom
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biomase promjene su sporije i manje izraZene, $to ukazuje na smanjenu nitrifikaciju i manju

potrosnju kisika.

Eksperimenti provedeni pri pH 8 imaju vecu brzinu nitrifikacije (tablica 10) u usporedbi
s eksperimentima pri pH 7,2. To moze sugerirati da viSa pH vrijednost pozitivno utjece na

brzinu oksidacije NHs-N u ovim uvjetima.

Pocetne koncentracije amonijaka (NHs-N) u pokusima C-F iznosile su 40+2 mg/L, no
brzina njihovog opadanja pokazuje jasne razlike ovisno o uvjetima. U pokusu C, pri pH 8,0 i
vecoj koncentraciji biomase, koncentracija NHs-N smanjila se s pocetnih 40,4 mg/L na 3,75
mg/L unutar 4 sata. Ovaj brzi pad ukazuje na visoku brzinu nitrifikacije, koju podrZzava visi pH,
optimalan za aktivnost nitrificiraju¢ih bakterija, i ve¢a koncentracija biomase koja ubrzava
proces. Sli¢an pad primije¢en je u pokusu E, koji je takoder voden pri pH 8,0, no s manjom
koncentracijom biomase. Pocetna koncentracija NH4-N u pokusu E bila je 36,19 mg/L, nakon
4,5 sata smanjila se na 3,75 mg/L. lako je brzina nitrifikacije bila nesto sporija u odnosu na
pokus C, pH 8,0 omogucio je brzu konverziju amonijaka, unato¢ manjoj koli¢ini biomase. U
pokusu D, vodenom pri pH 7,2 i s ve¢om koncentracijom biomase, koncentracija NHs-N
opadala je sporije. PoCetna vrijednost iznosila je 39,6 mg/L, a nakon 5,5 sati smanjila se na 4,14
mg/L. Nizi pH usporava aktivnost nitrifikanata, Sto dovodi do sporijeg uklanjanja amonijaka u
usporedbi s pokusima vodenima pri pH 8,0. U pokusu F pad NHas-N bio je najslabiji. Ova sporija

stopa nitrifikacije rezultat je kombinacije nizeg pH i smanjene koncentracije biomase u sustavu.

Nitrificiraju¢e bakterije (AOB i NOB), su autotrofi, kemolitotrofi i obvezni aerobi. Zbog
toga imaju puno manju brzinu rasta u usporedbi s aerobnim heterotrofima. Takoder su poznate
kao bakterije koje sporo rastu i osjetljive su na razli¢ite okolisne ¢imbenike, kao §to su
temperatura, pH, koncentracija otopljenog kisika (DO), omjer kemijske potrosnje kisika i
ukupnog Kjeldahlovog dusika te prisutnost toksi¢nih kemikalija (Okabe i sur., 2011; Svenson
i sur., 2000; Kim i sur., 2005). Literatura pokazuje da je optimalni pH za nitrificiraju¢e bakterije
(posebno Nitrosomonas i Nitrobacter vrste) izmedu 7,2 i 8,9 (Tchobanoglous i sur., 2003). Pri
pH iznad 9,0, nitrifikacija je inhibirana u istrazivanju Ruiz i sur. (2003), dok su Yan i sur. (2013)
u visoko optere¢enoj otpadnoj vodi iz svinjogojstva postigli uklanjanje amonijaka iznad 90%
pri pH 9,00-9,5. Pri pH nizem od 7,5, nitrifikacija usporava jer niske pH vrijednosti inhibiraju
djelovanje nitrificiraju¢ih mikroorganizama. Ruiz i sur. (2003) su pokazali da vrijednosti ispod
6,35 dovode do potpune inhibicije nitrifikacije. Rezultati provedenih pokusa koji pokazuju brzu
oksidaciju amonijaka i nitrata pri pH 8,0 u odnosu na pH 7,2 u skladu su s literaturnim podacima
(Amatya i sur., 2011; Cho i sur., 2014; Kim i sur., 2007).
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Tian 1 suradnici (2018) pokazali su da povecanje koncentracije biomase do odredene
granice (7,5-8,0 g MLSS/L) dovodi do vece brzine nitrifikacije jer vise nitrificiraju¢ih bakterija
moze oksidirati amonijak u nitrite, a zatim u nitrate, bez utjecaja na prijenos kisika, dok je kod
Alattabi i suradnika (2017) ta granica 3.0 g MLSS/L. Manja koncentracija biomase, kao §to je
to slucaj u pokusima s MLSS 2 g/L, prirodno usporava brzinu nitrifikacije. Literatura podrzava
ovu hipotezu, jer je pokazano da veéa koncentracija MLSS pozitivno utjeCe na brzine
nitrifikacije (Coskuner i sur., 2008; Hallin i sur., 2005). Literatura navodi da brzina oksidacije
amonijaka u nitrate (nitrifikacija) moze varirati ovisno o pH, temperaturi, prisutnosti kisika i
biomasi (Jones i sur., 1980; Painter i sur., 1983; Shammas i sur., 1986; Antoniou i sur., 1990).
Rezultati su u velikoj mjeri u skladu s literaturno dostupnim podacima. Utjecaj pH,
koncentracije biomase i volumena na brzinu nitrifikacije dobro je dokumentiran u literaturi
(Bhattacharya i Mazumder, 2020), a eksperimenti pruzaju sli¢ne rezultate, posebno u pogledu

brze nitrifikacije pri viSem pH i s ve¢om koli¢inom biomase (Cho i sur., 2014).

b) U procesu denitrifikacije uz acetat kao izvor ugljika, ostvarena je brzina
denitrifikacije Xy mg NOs-N/L h za odabrani omjer C/N uz acetat kao izvor ugljika.

Proces denitrifikacije provode denitrificirajuce vrste za ¢iju aktivnost je nuzno osigurati
elektron donore — organske sastojke iz otpadne vode ili dodane kao vanjski izvor ugljika i
elektron akceptore — NOs-N i/ili NO2-N. Zabiljezeno je i da su denitrifikacijski organizmi
inhibirani visokim koncentracijama nitrata i nitrita (Dinger i Kargi, 2000). Zabiljezeno je da je
optimalni omjer C/N za denitrifikaciju C/N = 1,1 kada se kao izvor ugljika koristi glicerol
(Grabinska-Loniewska i sur. 1985). Denitrifikacijski organizmi mogu tolerirati pH izmedu 6 i
9. Medutim, optimalni pH je pH = 7-8 (Gumaelius, 1996).

Henze i sur. (1994) utvrdili su da je teoretski omjer C/N iznosio 3,5-4,5 g DKPK/g DN,
no u sustavima s preddenitrifikacijom predlozili su omjer C/N od 6-11 g DKPK/g DN za
uspjesno uklanjanje duSika. Brojni istrazivac¢i su pokazali da je najvei porast brzine
denitrifikacije postignut nakon dodatka octene kiseline i metanola (Komorowska-Kaufman i
sur., 2006). Koncentracija NOx-N trebala bi biti niza od 200 mgN/L za postizanje u¢inkovite
denitrifikacije (Dinger 1 Kargi, 2000). Autotrofne nitrificirajuée bakterije za uspjesnu provednu
procesa zahtijevaju koncentraciju otopljenog kisika od 2-7 mg O2/L (Henze i sur., 2002).
Optimalna temperatura za rast nitrificirajucih bakterija je izmedu 25 1 30°C.

Wang i sur. (2008) provodili su pokuse u SBR reaktoru s aerobnim granuliranim muljem
uz sinteticku 1 realnu otpadnu vodu s vrijednostima po¢etnog KPK od 400 odnosno 723 mg/L i

NH4-N od 35 1 71 mg/L pri razli¢itim omjerima. S povecanjem omjera C/N s 2 na 3 dolazi do
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smanjenja brzine denitrifikacije s 6,51 na 5,74 mg/gh. Zheng i sur. (2009) su u SBR reaktoru
istrazivali uspjesnost uklanjanja spojeva s dusikom iz otpadne vode pocetne koncentracije NHs-
N 25-35 mg/L s razli¢itim izvorima ugljika u anoksi¢nim uvjetima (DO 0,15-0,45 mg/L).
Proces denitrifikacije ucinkovitiji je uz dodavanje vanjskog izvora ugljika te se efikasnost
uklanjanja ukupnog dusika povecava sa 61 % (bez vanjskog izvora ugljika) na 81 % (dodatak

acetata) 1 83 % (dodatak kratkolan¢anih masnih kiselina).

U istrazivanju Gutiérrez i sur. (2024) u SBR reaktoru sa sintetickom otpadnom vodom
1 aktivnim muljem omogucena je parcijalna nitrifikacija. Pri nizoj koncentraciji
mikroorganizama (2688 mg VSS/L), denitrifikacija je bila znacajno izraZenija (56,4%) u
odnosu na sintezu NO3-N (38,1%). Suprotno tome, pri vi$oj koncentraciji mikroorganizama
(5366 mg VSS/L), postignuta je veéa ucinkovitost pretvorbe NHs-N u NO3-N (72,6%), dok je
denitrifikacija iznosila 23,1%. IstraZivanja procesa nitrifikacije u SBR sustavima uz trajanje
ciklusa 4 sata pokazala su da se najveca uinkovitost uklanjanja organskih tvari (do 90%) i
amonijaka (do 80%) postize pri pH vrijednosti blizu 8,0 (Quan i sur., 2023). Povecanje pH
imalo je pozitivan ucinak i na povecanje specifi¢ne brzine nitrifikacije. U drugoj fazi
istrazivanja razmatrao se proces denitrifikacije u SBR sustavima, pri ¢emu je trajanje ciklusa
iznosilo 6,5 sati. Pocetne koncentracije HNs-N iznosile su 28-30 mg/L uz KPK 84-125 mg/L.
Rodriguez i sur. (2011a) proveli su pokuse uklanjanja duSika iz otpadnih voda mesne industrije
kroz 8 razli¢itih faza s drugacijim organskim opterecenjem (engl. Organic Loading Rate, OLR)
1 vrijednostima optere¢enja amonijakom (engl. Ammoniacal Loading Rate, ALR) u SBR
reaktoru. Pokazano je da je za uspjesan proces denitirfikacije potrebno osigurati otpadnu vodu
viSe BPK vrijednosti ili dodati vanjske izvore ugljika. UoCena je jasna poveznica izmedu
koncentracije otopljenog kisika i uklanjanja NH4-N. Maksimalni DO postignut je u fazi 4 (3,9
mg/L), s uklanjanjem NHs-N od 71% bez nakupljanja NO2-N i NO3-N u procesu. Zaklju¢eno
je da je SBR ucinkovit u radu s otpadnim vodama koje pokazuju zna¢ajne varijacije u sastavu.
U istrazivanju Rodriguez i sur. (2011b) utvrdeno je da je najucinkovitije uklanjanje amonijaka
i organskih tvari postignuto u uvjetima s maksimalnom zastupljeno$¢u nitrificirajucih i
denitrificiraju¢ih bakterija u SBR reaktoru pri obradi otpadnih voda mesne industrije.
MijeSanjem razli¢itih omjera otpadnih voda s visokim udjelom organske tvari i s visokim
udjelom amonijaka odredeni su najpovoljniji uvjeti za uklanjanje amonijaka i organske tvari.
Najucinkovitije uklanjanje NH4-N od 71% postignuto je pri gusto¢i mikrobne populacije od
priblizno 2,35 x 107 MPN/100 mL za nitrificirajue bakterije i 2,25 x 107 MPN/100 mL za

denitrificiraju¢e bakterije. Li 1 sur. (2002) istrazivali su obradu otpadnih voda mlijecne
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industrije s 10000 i 20000 mg KPK/L pri razli¢itim HRT (1-4 dana). Pokazano je da HRT, SRT,
konfiguracija reaktora i karakteristike influenta utje¢u na u¢inkovitost obrade otpadne vode. U
pokusima s pocetnim KPK 10 000 mg/L nije uocena znacajnija razlika u ucinkovitosti
uklanjanja KPK 1 dusSika pri istrazivanim HRT (1-3 dana). Ucinkovita obrada otpadnih voda s
20 000 mg KPK/L koja omogucéava potpunu oksidaciju amonijaka zahtijevala je HRT od 4
dana.

C) Aktivni mulj u ovim pokusima nije pokazao aktivnost za uklanjanje P §to se
povezuje s ¢injenicom da lokalni uredaj s kojeg je mulj uzet nije projektiran za uklanjanje P.

UtroSak P pripisuje se ugradnji u stani¢nu biomasu, a ne aktivnosti PAOs.

Uklanjanje fosfora ugradnjom u aktivni mulj ograni¢eno je na oko 0,006 — 0,004

mgP/mgKPK (Wentzel i sur., 2008).

U sustavima za obradu otpadnih voda koji nemaju poboljSano biolosko uklanjanje
fosfora (ne-EBPR sustavi), PAOs vrste obi¢no su puno manje zastupljene u usporedbi s EBPR
sustavima. PAOs, poput Accumulibacter, uspijevaju u EBPR sustavima jer se oslanjaju na
specificne uvjete (anaerobno-aerobne cikluse) koji poti¢u njihovu sposobnost skladistenja i
uklanjanja fosfora. Bez tih ciljanih uvjeta, PAOs nisu u moguénosti u¢inkovito ukloniti fosfor,

pa stoga nisu dominantni u ne-EBPR sustavima.

U ne-EBPR sustavima, sastav mikrobne zajednice ¢esto ukljucuje (Wagner i sur., 2002;

Cydzik-Kwiatkowska i Zielinska, 2016)

(i) heterotrofne bakterije: odgovorne su za razgradnju organskih tvari, $to je glavni
fokus u ne-EBPR sustavima. Cesto se nalaze rodovi Pseudomonas, Acinetobacter i Bacteroides
jer mogu razgraditi Sirok raspon organskih spojeva.

(i) nitrifikante: u sustavima s nitrifikacijom prevladavaju bakterije koje oksidiraju
amonijak (npr. Nitrosomonas) i bakterije koje oksidiraju nitrit (npr. Nitrobacter). Ovi
mikroorganizmi sudjeluju u pretvorbi amonijaka u nitrat.

(iii)  denitirfikante: u sustavima s denitrifikacijom prisutne su bakterije poput
Paracoccus i Pseudomonas. One reduciraju nitrat u plinoviti dus$ik, osobito u anoksi¢nim
zonama.

(iv)  flokulorajuce bakterije: doprinose stvaranju flokula, $to je vazno za procese
talozenja i odvajanja u obradi otpadnih voda. Uobicajeni rodovi ukljucuju Zoogloea i

Flavobacterium.
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(v)  filamentozne bakterije: bakterije poput Sphaerotilus i Thiothrix mogu se pronaci
u ne-EBPR sustavima. Sudjeluju u odrzavanju strukture flokula ili, pak, mogu uzrokovati

probleme poput pjenjena mulja.

U ne-EBPR sustavima naglasak je na uklanjanju organskih tvari, ciklusu dusika i
odrzavanju stabilnih svojstava mulja, a ne na uklanjanju fosfora, pa se mikrobna zajednica u
skladu s tim prilagodava. EBPR sustavi dizajnirani su s ciljem poticanja rasta specifi¢nih
mikrobnih vrsta koje imaju sposobnost uklanjanja fosfora iz otpadnih voda. Klju¢ni
mikrooganizmi tih sustava su PAOs i GAOs vrste (Oehmen i sur., 2007; Begum i Batista, 2012).
Candidatus Accumulibacter phosphatis jedan je od najbolje istrazenih PAOs i modelni je
organizam. Moze koristiti niz ugljikovih spojeva, poput acetata i propionata, u anaerobnim
uvjetima i pohraniti te spojeve kao polihidroksialkanoate (PHA), koje koristi kao izvor energije
za rast uz kisik ili nitrat kao akceptor elektrona. Istrazivanja isti¢u da Accumulibacter vrste
sac¢injavaju izmedu 5 1 70% udjela u mikrobnoj populaciji. Znafajan je i broj fosfat
akumulirju¢ih vrsta iz roda Tetrasphaera koji ukljucuje T. japponica, T. australiensis, T.
elongate, T. vanveenii, T. jenkinsii, T. veronensis (Gebremariam i sur., 2011). GAOs vrste
poput Candidatus Competibacter phosphatis natjece se s PAOs za izvore ugljika bez doprinosa
uklanjanju fosfora. Pohranjuje ugljik kao glikogen, a ne polifosfat. 1z aktivhog mulja
anaerobno-anoksi¢nog sustava s EBPR svojstvima izolirani su rodovi bakterija koji mogu
koristiti nitrat kao terminalni akceptor elektrona i akumulirati P: Aeromonas, Agrobacterium,
Aquaspirillum, Corynebacterium, Haemophilus, Ochrobactrum, Pseudomonas, Shewanella i
Xantomonas (Merzouki i sur., 1999). Stokholm-Bjerregaard i sur. (2017) procijenili su obilje i
raznolikost predlozenih PAOs i GAOs u EBPR sustavima, naglaSavaju¢i dominaciju
Tetrasphaera (sada Candidatus Phosphoribacter) kao PAOs i prisutnost razli¢itih GAOs,
ukljucujuc¢i Defluviicoccus i Competibacter. Shen i Zhou (2016) istrazivali su kako razli¢iti
izvori ugljika utjeCu na odabir i1 natjecanje izmedu PAOs i GAOs u EBPR sustavima,
naglaSavaju¢i vaznost odabira izvora ugljika u odrzavanju ucinkovitog uklanjanja fosfora.
Razumijevanje ravnoteze izmedu PAOs i GAOs klju¢no je za optimiziranje EBPR procesa,
buduéi da proliferacija GAOs mozZe dovesti do smanjene ucinkovitosti uklanjanja fosfora.
Operativni parametri, kao §to su vrsta izvora ugljika, pH i temperatura, igraju znacajnu ulogu u

utjecanju na kompeticiju izmedu ovih skupina mikroba.

Aktivni mulj nije pokazao aktivnost za uklanjanje P te je provedeno obogacivanje mulja

S PAOs.
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5.2. Aktivnost mulja obogacenog PAOs

Pokusi disertacije provedeni su u anaerobno-aerobnim uvjetima $to je u skladu s drugim
istrazivacima i1 provedenim pokusima. Lv i sur. (2014) postigli su zadovoljavajuce vrijednosti
P u efluentu, akumulaciju PAOs i uklanjanje P od 89% nakon 40 dana rada sustava u anaerobno-
aerobnim uvjetima rada. Haiming i sur. (2014) provodili su obogacivanje mulja u SBR reaktoru
s trajanjem ciklusa 8 sati i anaerobno-aerobnim uvjetima, te postigli stabilne performanse
uklanjanja fosfora nakon 40 dana. Rezultati pokusa pokazuju uspjesno obogaéivanje mulja
PAOs vrstama nakon 40 dana, §to je vidljivo iz vrijednosti koncentracije P u efluentu, MLVSS,

MLSS i njihovog omjera.

Ng i sur. (2001) pokazali su da anaerobno-anoksi¢no vodenje procesa dovodi do
akumulacije DPAOs koji u anoksi¢nim uvjetima koriste¢i nirat kao akceptor elektrona unose P
u stanice. Istovremeno je provodeno anoksi¢no unosenje fosfora i denitrifikacija. Carvalho i
sur. (2007) proveli su istrazivanje s dva razliita izvora ugljika — acetatom i propionatom.
Reaktori su iz anaerobno-aerobnih uvjeta prilagodeni na anaerobno-anoksi¢ne uvjete.
Mikrobna zajednica u reaktoru s propionatom kao izvorom ugljika uéinkovito je provodila
proces denitrificiraju¢e defosfatacije u anaerobno-anoksi¢nim uvjetima, dok u slucaju acetata
kao izvora ugljika nije postignut stabilan proces. Ta razlika pripisuje se prisutnosti DPAQOs
odnosno DPAOs vrsta u reaktorima. Lv i sur. (2014) usporedivali su u¢inkovitost EBPR
procesa 1 denitrificiraju¢e defosfatacije. Proveli su aklimatizaciju aktivnog mulja pod
anaerobno-anoksi¢nim uvjetima (za obogacivanje DPAOs) i anaerobno-aerobnim uvjetima (za
obogacivanje PAOs). Uklanjanje fosfora u A-A reaktoru iznosilo je 87,9%, a u A-O reaktoru
89,0%. Proteobacteria su bile najzastupljenije u svim uzorcima, ¢ineéi 65,8%—91,8% ukupnih
bakterijskih sekvenci. Ostali dominantni tipovi ukljué¢ivali su Chloroflexi (1,27%-5,54%),
Chlorobi (0,47%-5,27%), Bacteroidetes (0,97%—7,64%) i Actinobacteria (0,16%-11,4%).

Haiming i sur. (2014) utvrdili su da DPAOs izlozen aerobnim uvjetima odmah pokazuje
sposobnost uklanjanja P slicnu onoj pod anoksi¢nim uvjetima, dok PAOs pri anoksi¢nim
uvjetima ima manju sposobnost uklanjanja P. Koli¢ina fosfora pohranjenog u
mikroorganizmima kao $to su PAOs i DPAOs moze se opcenito zakljuciti na temelju omjera
MLVSS prema MLSS: nizi omjer implicira veéu koli¢inu fosfora pohranjenog u
mikroorganizmima odgovornim za uklanjanje fosfora. U usporedbi s konvencionalnim EBPR
procesom Kkoji se provodi u anaerobno-aerobnim uvjetima, nitrat se moze koristiti kao akceptor
elektrona umjesto kisika za istovremeno uklanjanje fosfora i denitrifikaciju u anaerobno-

anoksi¢nim uvjetima. Ovaj pristup omogucuje ustedu aeracije (30%), smanjenje proizvodnje
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mulja (50%) i smanjenje potrebe za izvorima ugljika (50%) (Jiang i sur.,2010). Strategija
obogacivanja mulja PAOs i DPAOs vrstama u pokusima Haiming i sur (2014) temeljila se na
odabiru anaerobno-aerobnih i anaerobno-anoksi¢nih uvjeta zbog saznanja da DPAOs koristi
kisik kao akceptor elektrona za aerobni unos fosfota, ali i nitrat za anoksi¢ni unos fosfora, dok
PAOs koristi samo Kisik. Pri niskoj temperaturi odabranoj u pokusima (8-11 °C) vecu aktivnost
pokazuju PAOs vrste u odnosu na DPAOs §to se pripisuje Cinjenice da je energija generirana
oksidativnom fosforilacijom s NO3-N priblizno 40% manja nego s O2. Rezultati sugeriraju da
DPAOs mogu lako proizvesti enzime slicne onima za anoskicni metabolizam koji su potrebni
za aerobni metabolizam, dok PAOs nemaju enzime potrebne za anoksi¢ni metabolizam 1
koriStenje nitrata umjesto kisika kao akceptora elektrona. FISH analiza pokazala je udio

Accumulibacter od 61,6% u A-O i 79,3% u A-A reaktorima.
U aktivnom mulju P je prisutan u tri oblika (Janssen i sur., 2002):

(i) bioloski P (bio-P) — neophodan za rast i metabolizam mikroorganizama, a prema
Janssen i sur. (2002) u aktivnom mulju je omjer P/TSS 1-2% $to pokazuje da je iskoriStenje P
za rast 1 metabolizam mikroorganizama ograni¢eno. Takoder, bio-P u aktivnom mulju je
povezan s koncentracijom KPK, i u istraZzivanjima je pokazano da je za uobicajeni rast i
metabolizam porebno osigurati omjer KPK/P 200 (Janssen i sur. (2002).

(i) metalni sedimenti P — PO4-P moze formirati metalne sedimente, poput:
MgHPOQO4, MgNH4PO4, FePO4, Cas(PO4)30H i druge, ako su u otpadnoj vodi prisutni metalni
ioni poput Ca?*, Mg?*, Fe®" i drugo, u fizikalno-kemijskim procesima pri pH > 7,5 (Janssen i
sur. 2002).

(iii) poli-P — ortofosfat u volutinskim zrncima unutarstani¢éno pohranjen

Istrazivanja su pokazala da se u anoksi¢nim uvjetima dogada kompeticija za supstrate
izmedu denitrificiraju¢ih bakterija 1 PAOs, S§to moZe rezultirati neto otpuStanjem fosfora

umjesto unosa u anoksi¢nim zonama (Barker i Dold, 1996).

Uspjesan EBPR proces zahtijeva obogacivanje aktvnog mulja PAOs vrstama kroz
izmjenu anaerobnih i aerobnih/anoksi¢nih uvjeta. Tijekom anaerobne faze, PAOs asimilira
VFA u PHA unutar stanica energijom dobivenom hidrolizom unutarstani¢nog poli-P, §to
dovodi do oslobadanja ortofosfata u okoliS. Unutarstani¢ni glikogen se prevodi u PHA,
energijom iz razgradnje pohranjenih polifosfata. Koncentracija PHA unutar PAOSs raste, dok se
sadrzaj glikogena 1 polifosfata smanjuje. U sljedecoj aerobnoj/anoksi¢noj fazi, PAOs oksidira

pohranjeni PHA 1 proizvodi energiju i C za sintezu novih stanica, istovremeno sintetizirajuci
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glikogen (Winkler 1 sur., 2011). Oslobodena energija koristi se za sintezu polifosfatnih veza
unutar stanica. Ortofosfat se uklanja iz otpadne vode i ugraduje u mikrobne stanice kao poli-P.
PAOs obi¢no pohranjuju vise poli-P-a u aerobnoj/anoksi¢noj fazi nego sto su ga oslobodili
tijekom anaerobne faze (Li i sur., 2015). Pohranjeni poli-P uklanja se iz sustava obrade zajedno

s uklonjenim muljem.

Prilagodba uvjeta procesa PAOs metabolizmu (anaerobno-aerobni uvjeti, optimalni pH
i DO) omogucava akumuliranje PAOs vrsti u reaktoru. Jedan od faktora koji utjece na
sposobnost uklanjanja P pomoc¢u PAOs je utjecaj ekstracelularnih polimernih tvari (engl.
Extracellular Polymeric Substances, EPS). EPS su biopolimeri gelaste strukture koje proizvode
mikroorganizmi, a sastoje se od polisaharida, proteina, nukleinskih kiselina, PHA, glikogena i
polifosfata (Zang i sur., 2024). Nisu svi PAOs sposobni spontano izlu¢ivati EPS, ali EPS ima
klju¢an utjecaj na EBPR proces jer je pokazano da sadrzi priblizno 30,0 % ukupnog fosfora u
aktivnom mulju te istovremeno doprinosi brzini uklanjanja fosfora tijekom aerobnih procesa
(Sheng i sur., 2010). U aktivnom mulju PAOs su okruzeni EPS, a izmjena tvari izmedu PAOs
i vodenog medija tijekom bioloskog procesa uklanjanja fosfora odvija se kroz EPS matricu

(More i sur., 2014).

Mehanizam uklanjanja N 1 P pomo¢u DPAOs razlikuje se od tradicionalnog bioloskog
uklanjanja N 1 P. Denitrifikacijska defosfatacija temelji se na metaboli¢koj funkciji DPAOs 1
moze se primijeniti za prociS¢avanje otpadnih voda niskog omjera C/N, jer moze prevladati
problem kompeticije izvora ugljika i proturjecnosti starosti mulja u tradicionalnim bioloskim

procesima uklanjanja N i P.

Tradicionalno biolosko uklanjanje N 1 P postize se razli¢itim funkcionalnim
mikroorganizmi u anaerobnim/anoksi¢nim/aerobnim uvjetima koji zahtijevaju razlicite
optimalne uvjete (temperatura, SRT, pH, DO) za rast i funkcioniranje, te pokazuju kompetitivne
karakteristike (He i McMahon, 2011). Nitrifikanti su dominantni pri dugom SRT, koji ne
pogoduje PAOs za uklanjanje P §to predstavlja izazov za istovremeno uklanjanje N i P.
Denitrifkantima i PAQOs potreban je izvor C za rast i aktivnost stoga dolazi do kompeticije medu
mikroorganizmima. U anaerobnom/anoksi¢nom/aerobnom sustavu, PAOs preferirano koriste
izvor C, §to rezultira njegovim nedostatkom za denitrifikante u provedbi uklanjanja N u
anoksi¢nom dijelu (Shi et al., 2012). Nepotpuna denitrifikacija dovodi do recikliranja NOs-N
povratnim muljem u anaerobni dio procesa. DPAQOs s Oz, NO2-N i NOs-N kao akceptorima
elektrona omogucavaju istovremeno uklanjanje N i P. Mikroorganizmi koji imaju tu sposobnost

spadaju u rodove Bacillus, Pseudomonas, Paracoccus i Arthrobacter. DPAOs zahtijevaju
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aerobne uvjete za nitrifikaciju amonijaka. DPR proces kombinira dva procesa uklanjanja P i
denitrifikacije, ¢ime se postize ,,dvostruka namjena jednog ugljika” i cuvaju se izvori ugljika
(Liu et al., 2017; Wang et al., 2016b). Obzirom na niske C/N omjere u komunalnoj otpadnoj

vodi ,,dvostruka namjena‘“ rjeSava problem nedovoljne koli¢ine ugljika.

Aktivni mulj oboga¢en PAOs/DPAQOs uporabljen je u provedbi pokusa disertacije s
ciljem da se istrazi uklanjanje C, N i P iz otpadne vode u anoksi¢no-aerobnom procesu i

anaerobno-aerobno-anoksi¢énom vodenju procesa uz endogenu denitrifikaciju.

5.2.1. Istovremeno uklanjanje C, N i P s aktivnim muljem obogac¢enim PAOs

Razli¢iti zahtjevi za koncentracijom otopljenog kisika i konkurencija za organski
supstrat medu razli¢itim funkcionalnim mikroorganizmima predstavljaju znacajan izazov u
postizanju maksimalne ucinkovitosti istovremenog uklanjanja ugljika, duSika i1 fosfora u

postrojenjima za obradu otpadnih voda.

SBR reaktor, zbog fleksibilnosti rada pri razli¢itim procesnim parametrima, pokazuje
veliku ucinkovitost, te je optimizacija kljuénih parametara poput DO, pH, SRT, HRT, MLSS,
C/N vazna za u¢inkovito uklanjanje N i P. Nizak omjer biorazgradivog organskog supstrata i
dusika 1 fosfora predstavlja ogranicavajuci faktor u bioloskom uklanjanju dusika. Budu¢i da
denitrificiraju¢e bakterije konkuriraju za izvore ugljika s drugim heterotrofima, nizak omjer
ugljika 1 duSika u ulaznoj vodi dovodi do brzog nedostatka ugljika, $to uzrokuje manju
ucinkovitost istodobne nitrifikacije i1 denitrifikacije (Ghehi i sur., 2014). Acetat je preferirani

izvor ugljika za uklanjanje P pomoc¢u PAOs koji ga skladisSte u obliku PHB u stanicama.

Brojna istrazivanja bavila su se uklanjanjem nutrijenata iz otpadnih voda primjenom
SBR tehnologije. Chang i sur. (2000) proveli su uklanjanje nutrijenata u SBR sustavu malog
mjerila. Maksimalno uklanjanje duSika i fosfata postignuto je s omjerom faza od 1/3/2 sata za
anaerobnu/aerobnu/anoksi¢nu fazu. Su i sur. (2023) pokazali su da omjer C/N ima vaznu ulogu
u uklanjanju N 1 P u SBR reaktoru s granuliranim muljem. Ve¢i utjecaj uocen je na u¢inkovitost
uklanjanja N u odnosu na uklanjanje C i P. Kompaktna struktura granula primijecena je pri C/N
10 koji je pogodovao obogacivanju AOB, NOB i PAOs vrsti za simultano uklanjanje N 1 P.
Wang 1 sur. (2015, 2016) provodili su istrazivanja pri DO 1 mg/L i KPK/N 4 te ukazali na
nezadovoljavaju¢e ucinke uklanjanja TN i TP pri odabranim uvjetima. Za postizanje
ucinkovitog procesa nuzno je bilo dodavanje vanjskog izvora C 1i/ili dodatak post-

denitrifikacijske faze. Slicne rezultate dobili su i Zheng i sur. (2009) koji su povec¢anjem KPK/N
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omjera s 6 na 15 dodatkom acetata ili fermentiranog izvora C postigli uspje$nu simultanu
nitrifikaciju-endogenu denitrifikaciju i uklanjanje fosfora (engl. Simultaneous Nitrification-
Endogenous Denitrification and Phosphorous Removal, SNDPR).

Provedeni su pokusi u anoksi¢no-aerobnim uvjetima pri N/P 1 s 30 mg PO4-P/L i 30 mg
NHs-N/L pri razlicitim C/P omjerima (1, 3, 5, 7 1 10), a izostanak anaerobne faze
pojednostavljuje proces. Koli¢ina uklonjenog KPK u anoksi¢nom dijelu provedenih pokusa
raste povec¢anjem C/P i najveca je u pokusu pri C/P 10 u kojem iznosi 130 mg KPK/L. Tijekom
2 sata anoksi¢nog dijela procesa PAOs vrste unose organske sastojke (u obliku dodanog
natrijevog acetata) u stanice 1 pohranjuju ih. U aerobnim uvjetima pokusa doslo je do
istovremenog uklanjanja C (u pokusima u kojima je preostalo KPK nakon anoksi¢ne faze, C/P
> 3), N i P (slika 22-26). Intenzivno smanjenje DO vrijednosti na pocetku aecrobnog dijela svih
pokusa odraz je unosa P u stanice PAOs. Tek nakon usporavanja aktivnosti PAOs dolazi do
intenzivnije aktivnosti ostalih  skupina mikroorganizama (OHOs, nitrificiraju¢e i
denitrificirajuce vrste). U pokusima pri C/P 1, 3 1 5 pH raste na pocetku acrobnog dijela procesa
zbog oksidacije organskih sastojaka, a nakon potpune oksidacije KPK dolazi do pada pH zbog
oksidacije NH4-N i nakupljanja NOx-N. U ostalim pokusima (C/P 7 i 10) ne dolazi do pada pH
vrijednosti zbog oksidacije NHs-N i nakupljanja NOx-N iz razloga viska KPK koji nije

oksidiran u anoksi¢noj fazi.

Provedeni pokusi rezultirali su istovremenim uklanjanjem C, N 1 P u anoski¢no-
aerobnim uvjetima. U provedenim pokusima, u aerobnim uvjetima PAOs vrste su bile
dominantne po aktivnosti, potom OHO vrste koje su uklanjale KPK, a tek potom NI/DNI vrste
koje su provodile uklanjanje N, a svima im je potreban kisik za aktivnost $to dovodi do
kompeticije medu mikroorganizmima. Pri anoksi¢énim uvjetima dolazi do smanjenja
koncentracije KPK kao rezultat aktivnosti PAOs vrsti, bez otpustanja POs-P zbog inhibitornog
djelovanja prisutnog NOs-N. OHO, nitrificirajuce i denitrificirajuée vrste u acrobnim uvjetima
pokazuju manju aktivnost od PAOs vrsti i provode istovremenu nitrifikaciju i denitrifikaciju
(nitrificirajuce 1 denitrificirajuce vrste) te uklanjanje preostalog KPK (OHOs). Pove¢anjem C/P
s 1 na 10 raste unos C i P u ankosi¢nom odnosno aerobnom dijelu procesa. Najucinkovitije

uklanjanje POs-P iznosilo je 13,8 mg P/Lh.
U svim pokusima po bilanci dusika nedostaje N (22% pri C/P 10) , §to se pripisuje
kompeticiji za raspoloZzivim DO izmedu OHOs, PAOs 1 NI/DNI vrsta. U aerobnim uvjetima

provodi se oksidacija KPK ukoliko ga je preostalo nakon anoksi¢ne faze. Heterotrofni

organizmi imaju ve¢i afinitet za otopljeni kisik u odnosu na autotrofe, te dolazi do intenzivnog
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uklanjanja KPK tijekom prvih 15-30 minuta aerobnog procesa, ovisno o koncentraciji KPK
preostaloj nakon anoksi¢ne faze. Tijekom tog perioda, istovremeno se odvija i oksidacija NHas-
N. Nakupljanje NO2-N kao rezultat nitrifikacije inhibira PAOs i smanjuje brzinu unosa P. NOx-
N dobiveni oksidacijom NHas-N nisu prisutni u ekvivalentnoj koli¢ini (slika 28), te u svim

pokusima nedostaje oko 10 mg NOx-N/L sto ukazuje na aerobnu denitrifikaciju.

Tijekom anoksicnog dijela procesa natrijev acetat unesen je u PAOs u obliku PHB, ali
nije doslo do otpustanja PO4-P §to se pripisuje inhibicijskom djelovanju NO3-N. 1z bilance P,
neto unos PO4-P pri C/P 11 10 iznosi 3,61 i 4,86 mgPQO4-P/gVSS. Pri ve¢em omjeru C/P bolji

je unos PO4-P u aecrobnom dijelu kao i najbolje iskoristenje KPK u anoksi¢nom dijelu.

U AOA-SBR sustavu u pokusima Liu i sur. (2020) istrazen je utjecaj sedam razlicitih
duljina trajanja ciklusa na uc¢inkovitost uklanjanja C, N i P. Prosje¢na uc¢inkovitost uklanjanja
KPK kretala se od 87,79% do 94,07%, pri ¢emu su najniZe i najvise vrijednosti zabiljeZene pri
trajanju ciklusa od 12 1 6 sati. Skracivanje ciklusa na 4 sata dovelo je do smanjenja uc¢inkovitosti
uklanjanja KPK, $to ukazuje da su i predugacka i prekratka duljina trajanja ciklusa nepovoljna
za ucinkovitost uklanjanja KPK u AOA-SBR sustavu. Prethodna istrazivanja su izvijestila o
maksimalnim u¢inkovitostima uklanjanja KPK od 85% i 88% pri vremenu ciklusa od 12 sati u
reaktorima s pokretnim slojem biofilma (engl. Moving Bed Biofilm Reacotr, MBBR) sustavima
(Zinatizadeh 1 Ghaytooli, 2015). Prosje¢na ucinkovitost uklanjanja ukupnog fosfora (TP)
kretala se od 75,53% do 99,68%. Dodavanje ugljika rezultiralo je smanjenjem uéinkovitosti
uklanjanja TP. Uoceno je da prekratko vrijeme trajanja ciklusa smanjuje ucinkovitost
uklanjanja TP. Ucinkovitosti uklanjanja NHs4-N u AOA-SBR sustavu varirale su tijekom
razli¢itih razdoblja. Prosje¢ne ucinkovitosti bile su visoke (>99%) u razdobljima T1 do TS, ali
su pale na 72,97% u razdoblju T6, posebno pri vremenu ciklusa od 4 sata. Ovo smanjenje
pripisano je nedostatku nitrifikacije tijekom skrac¢ene aerobne faze. Ucinkovitosti uklanjanja
ukupnog dusika (TN) bile su znacajno pod utjecajem vremena ciklusa. Skrac¢ivanje vremena
ciklusa s 12 sati na 8 sati dovelo je do blagog smanjenja u¢inkovitosti uklanjanja TN zbog
smanjene denitrifikacije. Dodavanje ugljika u anoksi¢noj fazi poboljsalo je denitrifikaciju, Sto
je povecalo ucinkovitost uklanjanja TN. Dodatno skra¢ivanje aerobne faze rezultira naglim
povecanjem koncentracije NO>—N u efluentu i smanjenjem stope uklanjanja NO>—N u
anoksi¢noj fazi, $to ukazuje na akumulaciju nitrita zbog nedovoljnog vremena aerobne reakcije
i koncentracije otopljenog kisika (DO). Medutim, stopa proizvodnje NOs—N u aerobnoj fazi se
povecala, Sto sugerira da akumulirani nitrit nije inhibirao aktivnost bakterija koje oksidiraju

nitrite (NOB). Op¢enito, promjene u vremenu trajanja ciklusa ili hidraulickom zadrzavanju
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(HRT) utjecale su na ucinkovitost uklanjanja dusika u AOA-SBR sustavu, naglasavajuéi
vaznost razli¢itih anaerobnih, aerobnih i anoksi¢nih faza za postizanje u¢inkovite denitrifikacije
I uklanjanja nutrijenata. Najbolji rezultati uklanjanja KPK, TN i TP postignuti su pri trajanju
ciklusa od 6 sati. Analiza mikrobne zajednice pokazala je da su bakterije iz razreda
Proteobacteria, Bacteroidetes i Candidatus Saccharibacteria na razini koljena, te
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Sphingobacteriia, Deltaproteobacteria |

Alphaproteobacteria na razini razreda, pozitivno utjecale na u¢inkovitost AOA-SBR sustava.

Li i sur. (2019) istrazivali su u¢inak niske temperature na istovremeno uklanjanje N i P
u SBR reaktoru i postigli u¢inkovitosti uklanjanja TN i TP od 91,2% 1 96,8%. U anaerobnoj
fazi, rezidualni nitrat iz prethodnog ciklusa brzo se reducirao zbog ograni¢enih elektron donora
u ulaznoj vodi, dok su koncentracije amonijaka ostale relativno stabilne. U aerobnoj fazi,
amonijak se postupno smanjivao, bez akumulacije nitrita ili nitrata tijekom prva tri sata, §to
ukazuje na istovremenu nitrifikaciju i denitrifikaciju (SND). Tijekom anaerobnog razdoblja,
koncentracije fosfata su porasle s 5 mg L™ na vrhunac od 60 mg L™, §to ukazuje na oslobadanje
fosfora od strane PAOs. Omjer oslobadanja fosfora prema unosu KPK ukazivao je na
dominaciju PAOs nad GAOs u sustavu. Nadalje, prisutnost DPAOs koji pohranjuju izvore
ugljika u anoksi¢nim uvjetima ukazuje na denitrifikacijsko uklanjanje fosfora, potencijalno
smanjuju¢i potrebe za aeracijom u tradicionalnim anaerobnim/anoksi¢nim uvjetima.
Iscrpljivanje P prije SND i odsutnost akumulacije nitrita ili nitrata sugerirali su simultano
uklanjanje P i SND pri niskim koncentracijama DO. Procijenjeno je da anoksi¢ni unos P
doprinosi 40% ukupnog uklonjenog P u ciklusu, §to ukazuje na znacajnu ulogu PAOs u
provodenju denitrifikacije koriStenjem nakupljenog PHA. Simultana nitrifikacija 1
denitrificiraju¢e uklanjanje fosfora istrazeno je u SBR reaktoru pri niskoj koncentraciji DO 1 uz
limitirane izvore C (Zaman i sur., 2020). Proces je ukljucivao produzeno anaerobno razdoblje
(180 minuta) nakon kojeg je slijedila faza simultane nitrifikacije i denitrifikacije fosfora pri
niskim koncentracijama otopljenog kisika (DO) (0,3 + 0,05 mg/L). Pri KPK/N 5-10 i bez
dodatka hlapljivih masnih kiselina (VFA), sustav je postigao visoke u¢inkovitosti uklanjanja
dusika (N) i fosfora (P). Niske koncentracije DO tijekom aerobne faze pogodovale su
denitrificiraju¢em uklanjanju fosfora bez znacajne akumulacije nitrata (NO3-N) i nitrita (NO2-
N) sve dok sav endogeni ugljik nije bio potrosen. DPAOs su igrali klju¢nu ulogu u simultanoj
denitrifikaciji 1 uklanjanju fosfora, pri ¢emu je aecrobno i1 anoksi¢no uklanjanje P €inilo otprilike
55% i 45% ukupnog uklanjanja fosfora. Pokazano je da su DPAOSs imali konkurentsku prednost

nad NOB u potrosnji nitrita pri niskim koncentracijama DO. Proces se pokazao u¢inkovitim u
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pogledu uklanjanja ugljika. U usporedbi s tradicionalnim EBPR sustavima u kombinaciji s
egzogenom denitrifikacijom, ovaj proces je smanjio potrebu za ugljikom i kisikom za

kombinirano uklanjanje N i P iz komunalnih otpadnih voda za otprilike 45% i 35%.

5.3. Aktivnost DPAOs i DGAOs u uklanjanju N i P iz otpadne vode niskoga omjera C/N

u A-O-A procesu uz endogenu denitrifikaciju

Izazov uklanjanja N 1 P iz otpadnih voda niskoga C/N omjera lezi u osiguravanju
aktivnosti funkcionalnih mikroorganizama regulacijom procesnih parametara kako bi se
ocuvala konkurentnost mikrobnih skupina PAO-a, DPAO-a, GAO-a, DGAO-a, bakterija za
AOB i1 NOB. Istovremena NI, DNI, uklanjanje P i ED omoguéuju uklanjanje N i P uz malu

potro$nju ugljika i energije, a ovise o:

(i)  funkcionalnim mikroorganizmima (nitrifikanti, denitirfikanti, PAOs, DPAOs, GAOs i
DGADO:s),
(ii)  trajanju anaerobne faze koja omogucava unutarstani¢nu pohranu ugljika i izvore ugljika
za unos fosfora i denitrifikaciju i
(iii)  trajanju aerobne faze i koncentraciji DO kako bi se osigurala nitrifikacija,

denitrifikacija, unos fosfora i endogena denitrifikacija.

Koegzistencija DPAOs 1 DGAOs vrsti omogucava istovremeno uklanjanje N 1 P
procesom simultane nitrifikacije, denitrifikacije i uklanjanja fosfora. DPAQs tijekom anaerobne
faze pohranjuje organske tvari u stanicu u obliku PHA, istovremeno ispustaju¢i unutarstani¢ni
P u vodeni medij. U aerobnim uvjetima amonijak se oksidira u nitrite ili nistrate pomo¢u AOB
vrsti, dok DPAOs unosi P u stanice. U anaerobnoj i aerobnoj fazi, DGAOs ispoljavaju sli¢an
metabolizam kao DPAOs, ali bez akumulacije polifosfata (Wang i sur., 2020). Medutim,
kompeticija za DO izmedu PAOs, GAOs, AOB i NOB u aerobnoj fazi smanjuje oksidaciju
amonijaka i doprinos endogene denitrifikacije (Wang i sur., 2015), te je optimizacija trajanja
aerobne faze i koncentracije otopljenog kisika nuzna za uspjesan proces uklanjanja C, N i P.
Sun 1 sur. (2020) pokazali su da uvodenje anoksi¢nih uvjeta u proces predstavlja strategiju za
poboljsanje uc¢inkovitosti uklanjanja N i P u sustavima za obradu otpadnih voda. Zaman i sur.
(2021) su pokazali da DPAOs imaju klju¢nu ulogu u simultanoj denitrifikaciji 1 uklanjanju
fosfora pri niskim koncentracijama otopljenog kisika (DO 0,3 £+ 0,05 mg/L) u otpadnim vodama
s ograni¢enim izvorom ugljika. Brojna istrazivanja u laboratorijskim SBR reaktorima pokazala
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su sinergijski ucinak PAOs, DPAOs i DGAOs na uklanjanje N i P (Ji i sur., 2020; Lu 1 sur.,
2022). Ravnoteza izmedu DPAOs i DGAOs omogucuje provodenje denitrifikacijskog
uklanjanja fosfora i endogene denitrifikacije za uspjesno uklanjanje C, N i P. Lin i sur. (2022)
pokazali su da aktivnost DGAOs doprinosi uklanjanju dusika, bez negativnog utjecaja na

uklanjanje fosfora.

Za ispoljavanje aktivnosti konkurentnih funkcionalnih mikroorganizama nuzno je
osigurati dovoljno dugu anaerobnu fazu kako bi PAOs/DPAOs i DGAOs mogli unutarstani¢no
pohraniti ugljik. Aerobna faza ne smije biti preduga kako ne bi doslo do prekomjerne potrosnje
PHA ¢im se smanjuje njegova dostupnost za koriStenje u endogenoj denitrifikaciji. Vazna je 1
duljinja trajanja post-anoksi¢ne faze jer je endogena denitrifikacija sporiji proces u odnosu na
heterotrofnu denitrifikaciju (Zhao i sur., 2018; Gao i sur., 2022) . Istrazeni su utjecaji razlicite
koncentracije DO (~1 mg/L i >2 mg/L) na uc¢inkovitost uklanjanja dusSika i fosfora iz otpadnih
voda s niskim C/N omjerom u anaerobnom/oksidacijskom/anoksi¢nom (A-O-A) procesu s
endogenom denitrifikacijom.

Prosjecno uklanjanje KPK u A-O-A procesu pri DO >2 mg/L iznosilo je 91,6%, a pri
DO ~1 mg/L 91,8% (slika 30). Tijekom anaerobne faze dolazi do kompeticije izmedu DPAOs
1 DGAOs za izvore ugljika, kao 1 OHOs u slucaju prisutnosti nitrata/nitrita. VaZznost duljine
trajanja anaerobne faze za unutarstani¢ni unos PHA istrazivana je u radovima Wang 1 sur.
(2015) i Zhaoa i sur. (2018), gdje su istrazene duljine trajanja od 3 i 3,1 sat. Odabrana duljina
trajanja anaerobne faze od 2 sata omogucila je skladiStenje ugljika u obliku PHA u DPAOs 1
GDAOs vrstama, koji se koristi za uklanjanje N i P u aerobnoj fazi i poboljsano uklanjanje
NOx-N endogenom denitrifikacijom. Pri odabranim DO vrijednostima omoguéena je potpuna
oksidacija amonijaka bez nakupljanja nitrata. U provedenim pokusima koncentracija DO ~1
mg/L pokazala se povoljnijim odabirom za uklanjanje N uz prosje¢nu ucinkovitost uklanjanja
TN od 95,3 % i prosjecnu koncentraciju TN u efluentu od 1,5 mg TN/L od DO >2 mg/L s
prosje¢nom ucéinkovitos¢u uklanjanja TN 76,6 %, i prosjecnom koncentracijom TN u efluentu
od 8,2 mg TN/L (slika 30). Dobiveni rezultati u suglasju su s drugim autorima koji su pokazali
da smanjenje koncentracije DO u aerobnoj fazi procesa doprinosi uklanjanju N (Wang i sur.,
2015; Wang i sur., 2016; Zhaor i sur., 2018). Uc¢inkovitije uklanjanje POs-P postize se pri DO
>2 mg/L u usporedbi s DO ~1 mg/L, a pri obje vrijednosti koncentracija POs-P u efluentu
iznosila je <0,5 mg PO4-P/L §to je u suglasju s Zhao i sur. (2018) koji su postigli koncentraciju
POs-P u efluentu <0.2 mg PO4-P/L, Wang i sur. (2015) koji su postigli 0,2 mg POs-P/L i Wang
i sur. (2016) s 0,4 mg POs-P/L.
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Sarzni pokusi na dane 21 i 24 (slika 31 i 32) provedeni su s ciljem produbljivanja
saznanja o mikrobnim procesima u svakoj od A-O-A faza. Pokus 21. dana voden je uz DO >2
mg/L pri ¢emu je u anaerobnoj fazi doslo do potpunog uklanjanja KPK. Manji dio KPK utrosen
je za denitrifikaciju NO2-N i/ili NO3-N iz povrata, a ostatak je unesen unutarstani¢no i koristen
za sintezu PHA. Vec¢ina PHA utrosena je tijekom aerobne faze, a ostatak je koriSten u
anoksi¢nom dijelu endogenom denitrifikacijom. Razlog nize u¢inkovitosti uklanjanja TN pri
DO >2 mg/L moze se pripisati izrazenijoj degradaciji PHA tijekom aerobne faze u odnosu na
DO ~1 mg/L (19 mmol C/L u odnosu na 15,4 mmol C/L). Proizvodnja PHA potvrduje aktivnost
DPAOs i DGAOs (Zhao i sur., 2018; Xiang i sur., 2024). Tijekom anaerobne faze doslo je do
zanemarivog smanjenja koncentracije NHs-N, dok je potpuna oksidacija zabiljezena u aecrobnoj
fazi uz brzinu oksidacije od 11,2 mg NH4-N/L pri DO >2 mg/L koja se pokazala povoljnom za
oksidaciju bez inhibicije aktivnosti AOB i NOB. SND u aerobnoj fazi rezultirao je gubitkom
dusika od 43%. Kao donor elektrona za redukciju nitrata i nitrita koriSten je unutarstani¢no
pohranjeni PHA obzirom na nedostatak organskih spojeva utrosenih tijekom anaerobne faze.
Brzina oksidacije amonijaka pri DO ~1 mg/L (24. dan) iznosila je 9,4 mg NH4-N/L uz gubitak
N od 71% na kraju aerobne faze. Visa koncentracija nitrita u odnosu na nitrate potvrduje tezu
o tome da DO ~1 mg/L pogoduje nitritaciji. Takoder, pogoduje SND jer vise koncentracije DO
inhibiraju reduktaze nuZne za proces denitrifikacije 1 denitrifikanti koriste DO kao akceptore
elektrona umjesto NO2-N i NOs3-N. Unutarstani¢no pohranjeni PHA KoriSten je za
denitrifikaciju NO2-N i NO3-N. Endogena denitrifikacija uz PHA kao elektron donore
doprinijela je uklanjanju N u anoksi¢noj fazi. Pri DO >2 mg/L doSlo je do 73% gubitka N, dok
je pri DO ~1 mg/L gubitak iznosio 97%. Nedavna istrazivanja su pokazala da se uspjeSnost
endogene denitrifikacije moZe poboljsati (Ding i sur., 2022; Feng i sur., 2022; Gong i sur.,
2023): (i) dugom anaerobnom fazom koja omoguéava unutarstani¢ni unos C u GAOs ili (ii)
povecanjem koncentracije biomase. Neovisno o odabranoj koncentraciji DO, u anaerobnim
uvjetima dolazi do otpustanja POs-P, povezano s unosom acetata u stanice i sintetiziranjem
PHA. U aerobnoj fazi postignuto je gotovo potpuno uklanjanje PO4-P uz brzinu unosa 9 mg
PO4-P/Lh pri DO >2 mg/L i 9,4 mg PO4-P/Lh pri DO ~1 mg/L. Unos POs-P u stanice u
anoksi¢nim uvjetima nizi je od unosa u aerobnim uvjetima jer je ucinkovitost proizvodnje
energije s nitratima kao akceptorima elektrona oko 40 % manja u usporedbi s otopljenim
kisikom kao akceptorom elektrona (Kuba 1 sur., 1996). Moguce je da je DO unutar flokule bio
nizak zbog ograni¢enja difuzije, $to je omogucilo da DPAOs koriste nitrate i1 nitrite kao

akceptore elektrona uz degradaciju PHA $to je pridonijelo uklanjanju N.
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U A/O/A procesu s endogenom denitrifikacijom (pri DO 1 mg/L u aerobnoj fazi), uz
trajanje anaerobne faze od 150 minuta, aerobne faze od 180 minuta i anoksi¢ne faze od 120
minuta, postignute su sljedece uc¢inkovitosti uklanjanja pri obradi otpadnih voda s niskim C/N
omjerom (< 4): 80,9 % za KPK, 96,6 % za NHs-N, 77,2 % za TN, 95,1 % za PO4-P, 46,7 % za
SND (Wang i sur., 2016) . U A/O procesu (pri DO 1 + 0,3 mg/L u aerobnoj fazi), uz trajanje
anaerobne faze od 180 minuta i kratke aerobne faze od 150 minuta, pri obradi otpadnih voda s
niskim C/N omjerom (< 3,5), postignute su sljedece ucinkovitosti: 77,7 % za TN i 49,3 % za
SND uz koncentraciju fosfora u efluentu: 0,2 mg/L (Wang i sur., 2015). U A/O/A procesu s
endogenom denitrifikacijom (pri DO 1-2 mg/L u aerobnoj fazi), uz trajanje anaerobne faze od
3,1 sat, aerobne faze od 3,9 sati i duge anoksi¢ne faze od 7 sati, pri obradi otpadnih voda s
niskim C/N omjerom (4,4), postignute su sljedece u¢inkovitosti: 92,15 % za TN i 92,67 % za
PO4-P (Zhao i sur., 2018).

5.4. Mikroorganizmi u aktivnom mulju — FISH analiza

FISH analizom, molekularnom tehnikom koja povezuje strukturu mikrobne zajednice s
funkcijom identificiranjem 1 kvantificiranjem populacija sa specificnim metabolickim
znacajkama (FISH, 2009), dokazani su, vizualizirani i dokumentirani, mikrobni klasteri
funkcionalnih organizama za uklanjanje C, N i P, i to: mikrobni klasteri odgovorni za odvijanje
procesa nitrifikacije — AOB i NOB (Slike 33 i 34), denitrifikacije — denitrifikanti (Slika 35),
bioloSkog uklanjanja fosfata — PAOs 1 DPAOs (Slika 36), kao 1 glikogen akumulirajuce vrste —
GAOs (Slika 37).

FISH analiza s rRNA-ciljanim probama je vrlo moc¢an alat i metoda izbora za detekciju
i identifikaciju mikroorganizama u aktivnom mulju i biofilmu, neovisna o uzgoju iz postrojenja
za prociS¢avanje otpadnih voda. FISH analizom omogucena je izravna vizualnost 1 aktivno

pracenje brojnosti i dinamike ciljane populacije u mulju.

Mikrobna raznolikost 1 funkcionalnost, kao 1 razumijevanje metabolickih mehanizama
procesa uklanjanja C, N 1 P ovisi o brojnim ¢imbenicima, poput: koncentracija otopljenog
kisika, temperatura, pH, raspolozivi organski sastojci kao donori elektrona, raspolozivi
akceptori elektrona, koncentracija mikrobne biomase, rezim rada sustava (Dai i sur., 2022;

Acevedo i sur., 2017; Lv i sur., 2014).

Glavni razlozi za koriStenje molekularno bioloskih metoda u mnogim podrucjima

mikrobne ekologije i inzenjerstva okoliSa, pa tako i u istrazivanjima povezanim s
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prociS¢avanjem otpadnih voda, su detekcija mikroorganizama neovisna o uzgoju i in-Situ

kvantifikacija nekultiviranih mikroorganizama (FIHS, 2009).
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6. ZAKLJUCCI

Iz rezultata postignutih u disertaciji i usporedenih i kriti¢ki komentiranih s recentnim

relevantnim radovima iz podruc¢ja tematike, mogu se donijeti slijedec¢i zakljucci:

1. aktivni mulj s lokalnog uredaja za procis¢avanje otpadnih voda pokazuje aktivnost za
uklanjanje C i N, dok je aktivnost za uklanjanje P mala

2. aktivni mulj nakon prilagodbe za uklanjanje N 1 P ucinkovito provodi procese
nitrifikacije i denitrifikacije

3. u aktivnom mulju nakon obogacivanja s PAOs vrstama dokazani su poli-P —
unutarstani¢no pohranjeni polimeri.

4. aktivni mulj u anoksi¢no-aerobnom rezimu rada pokazuje aktivnost za anoksi¢ni unos i
pohranu organskih sastojaka tijekom dvosatnog vodenja anoksi¢nog procesa, te u
slijednom aerobnom procesu aktivnost za daljnju oksidaciju preostalih organskih
spojeva, potpunu oksidaciju NHs-N te nakupljanje NOs-N i NO2-N iako ne u
stehiometrijskoj vrijednosti, kao i aerobni unos P uz u€inkovitost od 51,9% uklanjanja
P.

5. u anaerobno-aerobno-anoksi¢nom rezimu rada uz endogenu denitrifikaciju u
anaerobnoj fazi procesa raspolozivi organski sastojci se unose u stanice i pohranjuju u
obliku polihidroksialkanoata, uz zanemarivo smanjenje NH4-N. U slijednoj aerobnoj
fazi procesa pri DO >2 mg/L i~ 1 mg/L dolazi do potpune oksidacije NH4-N i do gotovo
potpunog unosa POs-P u stanice. U slijednoj anoksi¢noj fazi procesa dolazi do daljnje
redukcije NO2-N/NO3-N koriStenjem unutarstani¢no pohranjenih izvora ugljika —
endogena denitrifikacija, bez potrebe za dodavanjem vanjskog izvora ugljika uz 73 i
97% gubitka N pri DO >2 mg/L i ~ 1 mg/L.

Postignuto je uklanjanje fosfora od 78,5 % i dusika od 76,6 % (u A-O-A procesu pri DO
>2 mg/L), te uklanjanje fosfora od 77,9 % i dusika od 95,3 % (u A-O-A procesu pri DO
~1 mg/L).

6. FISH metodom dokazani su mikrobni klasteri amonijak oksidiraju¢ih bakterija, nitrit
oksidiraju¢ih bakterija, fosfat akumuliraju¢ih organizama, denitrificiraju¢ih fosfat
akumuliraju¢ih organizama, glikogen akumuliraju¢ih organizama 1 denitrificirajucih

glikogen akumuliraju¢ih organizama.
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