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1. UvVOD

OneciSc¢enje razlicitih vodnih tijela moZze imati ozbiljne posljedice za okolis i ljudsko zdravlje.
Spojevi koji sadrze dusik primjeri su onih zagadivaca koji mogu stvoriti ozbiljne probleme
kada se ispuste u okolis, kao $to su eutrofikacija rijeka, pogorsanje kvalitete vode i potencijalna
opasnost za zdravlje ljudi ili Zivotinja (Ghafari i sur., 2008).

Procis¢avanje otpadnih voda provodi se energetski i financijski intenzivnim bioloSkim
procesima, a najc¢eSce koriStena metoda uklanjanja nitrata iz otpadnih voda je bioloska
denitrifikacija. Prilikom ovog se procesa u anoksi¢nim uvjetima provodi redukcija nitrata i
nitrita do plinovitog duSika, uz prisutnost donora elektrona. Reakcije redukcije provode
denitrificirajuce bakterije, od kojih je najées¢i rod Pseudomonas.

Vise je ¢éimbenika koji utje¢u na proces denitrifikacije, a jedan od njih je izvor ugljika - donora
elektrona. Zbog nedovoljnih se koli¢ina donora elektrona moze nakupljati NO2", Sto zatim
moze djelovati toksi¢no na denitrifikacijske enzime ili uzrokovati povecanu emisiju
staklenickog plina N20O.

U vodama s niskom koncentracijom organskih spojeva potrebno je osigurati donore elektrona
dodavanjem vanjskog izvora ugljika. NajcéeS¢e koriSteni vanjski izvor za provedbu
denitrifikacije u postrojenjima za prociS¢avanje otpadnih voda je metanol, budu¢i da je
najpovoljniji.

Organski otpad i otpadna voda prehrambene industrije imaju potencijal biti povoljniji u
pogledu cijene procesa i utjecaja na zastitu okolisa.

Cilj ovog rada je kroz pregled novije literature pruziti uvid u mogucnost koristenja organskog

otpada kao alternativnog izvora ugljika za proces denitrifikacije u pro¢is¢avanju otpadnih voda.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ONECISCENJE VODE DUSIKOVIM SPOJEVIMA

Onecis¢enje vode smatra se sve ve¢im ekoloskim problemom koji, uz klimatske promjene i sve
vedi rast stanovnistva, zbog smanjenja pouzdane opskrbe vodnim resursima predstavlja izazov
znanstvenicima. Tijekom proslog se stoljeca unos duSika u kopnene ekosustave priblizno
udvostru¢io (Manning i sur., 2006). Velik dio kontaminacije voda nitratima potjece od
primjene gnojiva u poljoprivredi, nepropisnog odlaganja otpadnih voda te od otpadnih voda
kucanstva i industrije, kao 1 od zZivotinjskog otpada, posebice sa zivotinjskih farmi. Posljedice
ovakvog oneciséenja su brojne, uklju¢ujuéi smanjenje raznolikosti biljnih vrsta te nemogucénost
izravne upotrebe resursa podzemnih voda za ljudsku potros$nju. Takoder, nekoliko se Stetnih
ucinaka na okoli§ kao i na ljudsko zdravlje pripisuje oneciS¢enju izvora voda dusSikom i
njegovim spojevima. Stoga su u mnogim zemljama na snazi strogi propisi o koncentracijama
dusikovih spojeva u otpadnim vodama. Prema Pravilniku o grani¢nim vrijednostima emisija
otpadnih voda odredene su grani¢ne vrijednosti emisija ukupnog dusika na 15 mg/L, amonija

na 10 mg/L, nitrita na 1 mg/L te nitrata na 2 mg/L (NN 26/2020).

Zahvaljujuci svojoj ulozi u biosintezi nukleinskih kiselina, proteina i drugih sastavnica stanice,
dusik (N) se smatra jednim od najvaznijih nutrijenata u biosferi. Uz fosfor je poznat kao
nutrijent. U prirodi se pojavljuje u vise oksidacijskih stanja koja Zivi organizmi imaju
sposobnost mijenjati. Dodatno, oksidacijska stanja koja bakterije mijenjaju mogu biti pozitivna
ili negativna, ovisno o uvjetima (aecrobni/anaerobni) pri kojima se ta promjena dogada. U
otpadnim se vodama dusik najéesée pojavljuje u obliku amonijaka (NHz - oksidacijski broj I11),
amonijeva iona (NH4" - oksidacijski broj III), plinovitog dusika (N2 - oksidacijski broj 0),
nitritnog iona (NO2" - oksidacijski broj +I1I) te nitratnog iona (NOs™ - oksidacijski broj +V)
(Metcalf i Eddy, 2003). Razlicita oksidacijska stanja ¢ine proces njegovog uklanjanja slozenim

i izazovnim.

Povecéane koncentracije dusika u vodnim tijelima rezultiraju raznim ekoloskim problemima,
kao §to su atmosferski aktivni plinovi koji pridonose globalnom zatopljenju, eutrofikacija

rijeka i cvjetanje toksi¢nih algi. Stoga je u cilju zastite okoli$a potrebno kontrolirati onecis¢enje



te ukloniti dusikove spojeve iz otpadnih voda. U ovu su svrhu razvijene i primjenjivane razliite
tehnologije proc¢is¢avanja koje se prema znaCajkama procesa mogu podijeliti na fizikalne,
bioloske i kemijske. Uklanjanje nitrata metodama kao $to su adsorpcija ili metoda sutaloZenja
nije izvedivo zbog njihove stabilnosti 1 visoke topivosti, §to rezultira visokom potrosSnjom
energije i cijenom obrade oneciS¢ene vode. S druge strane, bioloSke metode poput nitrifikacije,
denitrifikacije i1 anaerobne oksidacije amonijaka (Anammox) smatraju se ucinkovitima u

poboljsanju kvalitete vode.

2.2. DENITRIFIKACIJA

Denitrifikacija je anoksi¢an heterotrofan respiracijski proces kojeg provode denitrificirajuce
bakterije, u kojem se provodi redukcija nitrata (NO3-N) preko meduprodukata nitrita (NO>-N),
dusikovog monoksida (NO) i1 didusikovog oksida (N2O) do plinovitog dusika (N2) (Metcalf i
Eddy, 2003; Gerardi, 2002). Osim S§to se kao jedan od procesa za postizanje bioloskog
uklanjanja hranjivih tvari (BNR, engl. Biological Nutrient Removal) koristi za poboljsanje
kvalitete voda, predstavlja glavnu granu biogeokemijskog ciklusa dusika koja vraca reaktivni
dusik u atmosferu i odrZava ravnotezu njegovog globalnog proracuna.

Bioloska denitrifikacija odvija se u Cetiri koraka katalizirana s ¢etiri mikrobne reduktaze: nitrat
reduktaza (Nar), nitrit reduktaza (Nir), reduktaza dusikovog (II) oksida (Nor) i reduktaza
dusikovog (I) oksida (Nos) (Metcalf i Eddy, 2003; Gerardi, 2002).

Nar katalizira reakciju redukcije nitrata (NO3") do nitrita (NO2"), jednadzba [1], a ovisno o
denitrificiraju¢em organizmu ovaj se disimilacijski tip enzima nalazi vezan za membranu ili u
periplazmatskom prostoru.

NOs +2H" +2e— NO, + H,0 [1]
Nir je enzim odgovoran za redukciju nitrita do duSikovog monoksida (NO), jednadZzba [2].
Postoje dva disimilacijska oblika obzirom na kofaktor, oba smjeStena u periplazmatskom
prostoru.

NO; +2H" e — NO + H,0 [2]
Nor provodi redukciju NO do diduSikovog oksida (N20), jednadzba [3], te je posljednji
identificiran enzim koji sudjeluju u procesu denitrifikacije. U stanici se nalazi vezan za
membranu.

2 NO + 2H" +2¢" — N,O + H,O [3]



Zatim reakciju redukcije N>O u molekularni dusik (N2) katalizira Nos, jednadzba [4],
homodimer s neuobiajeno dugackim N-terminalnim krajem usmjerenim prema
periplazmatskom prostoru.

N20 +2H*2e” — Ny + H,0 [4]
U redoks reakciji respiracije nitrata elektroni se prenose od organskog spoja koji djeluje kao
elektron donor do nitrata i nitrita koji imaju ulogu akceptora elektrona. Redukcija nitrita do
dusSikovog monoksida kljucan je korak procesa denitrifikacije koji ogranic¢ava njegovu brzinu.
Ova je reakcija katalizirana nitrit reduktazom (Nir) koju inhibira visoka koncentracija nitrita.
Kao posljedica inhibicije Nir dolazi do smanjenja brzine denitrifikacije nitrita te didusik oksid
reduktaze (Nos), sto zatim dovodi do povecanja emisije N>O (Zhou i sur., 2008; Soto i sur.,
2007). N2O je snazan staklenicki plin koji se ispusta kao rezultat nepotpune heterotrofne
denitrifikacije kada se zavr$ni korak ne provodi uinkovito. Obzirom da ima 300 puta veéi
potencijal globalnog zagrijavanja od ugljikovog dioksida (CO:) te da mu je Zivotni vijek u
atmosferi otprilike 150 godina, opisan je kao najveci pojedinacni uzroénik oSte¢enja ozona.
Jedini poznati bioloski na¢in za smanjenje N>O je njegova redukcija u N> pomocu reduktaze

dusikovog monoksida (Nos).

2.3. MIKROORGANIZMI

lako se Sirok spektar potencijala za denitrifikaciju nalazi u bakterijama, arhejama i nekim
eukariotima (npr. gljivama), redukciju nitrata u prirodnim 1 projektiranim ekosustavima
prvenstveno provode bakterije (Lu i sur., 2014; Cabello i sur. 2004; Knowles 1996; Shoun i
sur. 1992; Knowles 1982).

Vec¢ina denitrifikacijskih bakterija fakultativni su anaerobi sa sposobno$¢u dusikovih oksida
kao akceptora elektrona u odsutnosti kisika. Ovisno o tome radi li se o heterotrofima ili
autotrofima, donori elektrona mogu biti izvedeni iz organskih spojeva ili anorganskih spojeva
poput vodika (Hz). U reaktorima se takoder mogu pronaci miksotrofne bakterije, poput nekih
vrsta rodova Paracoccus 1 Presudomonas, koje mogu koristiti 1 organske 1 anorganske
supstrate. Trenutno je poznat ogranicen broj kemolitoautotrofa sa sposobno$¢u provodenja
denitrifikacije, dok su kemoorganoheterotrofni denitrifikatori rasporedeni u velikom broju
fizioloSkih 1 taksonomskih skupina (Knowles 1982). Vecina denitrifikanata svrstava se u
rodove Alcaligenes, Bacillus 1 Pseudomonas, a dosad je identificirano vise od 50 rodova i 130

vrsta. Neki od njih su Acetobacter, Achromobacter, Acinetobacter, Agrobacterium,



Arthrobacter, Halobacterium, Hypomicrobium, Kingella, Methanonas, Moraxella, Neisseria,
Axotobacter, Chromobacterium, Corynebacterium, Denitrobacillus, Propionicbacterium,
Rhizobium, Rhodopseudomonas, Enterobacter, Escherichia, Spirillum, Thiobacillus,
Xanthomonas (Grgas 1 sur., 2021; Shapleigh, 2006). Bakterije roda Pseudomonas najcesci su i
najrasprostranjeniji denitrifikanti te kao donore elektrona mogu koristiti Sirok spektar
organskih molekula, ukljucujuéi metanol, ugljikohidrate, organske kiseline, alkohole, itd.
Neki od autotrofnih organizama sposobnih za denitrifikaciju su Thiobacillus denitrificans,
Paracoccus denitrificans 1 Rhodopseudomonas sphaeroides.

U mijeSanoj bakterijskoj populaciji, dva razli¢ita bakterijska fenotipa imaju mogucnost utjecati
na ravnotezu nitrata i nitrita: (i) nitrat respiriraju¢e bakterije koje ne mogu reducirati nitrit, i
(i) prave denitrificirajuce bakterije koje reduciraju nitrat i nitrit do plinovitog dusika (Szekeres
isur., 2002; Glass i Silversten, 1998). Od ta dva tipa nitrat respirirajuce bakterije ubrzo postanu
dominantne zahvaljuju¢i velikoj brzini rasta, $to posljedi¢no uzrokuje akumulaciju nitrita.
Koristenjem nitrita se zatim pravi denitrifikanti nastavljaju razvijati te postaju dominantni tip.
Brojnost i raznolikost denitrifikacijskih zajednica varira ovisno o reaktoru te uglavnom ovisi o
donorima elektrona, uvjetima rada i karakteristikama ulazne vode (Pang i sur., 2021). Tako se
prethodno spomenute miksotrofne bakterije rodova Paracoccus 1 Presudomonas mogu pronaci
u autotrofnim denitrifikacijskim reaktorima na bazi vodika, rodovi Thiobacillus i Sulfurimonas
u autotrofnim denitrifikacijskim reaktorima na bazi sumpora, dok je u autotrofnim reaktorima
za denitrifikaciju na bazi Fe** Gallionellaceae dominantan rod.

Na regulaciju denitrifikacije, odnosno nacina rada denitrificiraju¢ih organizama, utjecaj imaju
dostupnost kisika, nitrata, nitrita i duSikovog monoksida. Djeluju na transkripciju 1 kasniju
izgradnju denitrifikacijskih enzima, §to je intenzivno proucavano na sojevima Paraccocus
denitrificansi Pseudomonas aeruginosa. Svaki od denitrificiraju¢ih enzima razlicito reagira na

prisutnost ovih signala.

2.4. CIMBENICI DENITRIFIKACIJE

Proces denitrifikacije ovisi o nizu ¢imbenika, ukljucujuéi koncentraciju otopljenog kisika,
koncentracije nitrata i nakupljanje nitrita tijekom procesa te okoli$ne uvjete poput temperature
1 pH vrijednosti. No kriti¢no vazan medu ¢imbencima denitrifikacije je prisutnost i priroda
donora elektrona (Grgas 1 sur., 2021; Zhang 1 Zhang, 2018; Dhamole i sur., 2015; Strong i sur.,
2011; Gerardi 2002; Oh i Silverstein, 1999; Metcalf i Eddy, 2003).



24.1. TEMPERATURA

Brzina denitrifikacije poveéava se porastom temperature, a usporava njenim smanjenjem.
Optimalni temperaturni raspon za denitrifikaciju je 20-30 °C, a pri <5 °C denitrifikacija je
inhibirana. Medutim, usporena se stopa denitrifikacije pri niskim temperaturama moze
kompenzirati povecanjem koncentracije mikrobne biomase (MLVSS, engl. Mixed Liquor
Volatile Suspended Solids) (Gerardi, 2002). Osim $to direktno utje¢e na stopu denitrifikacije,
temperatura moze imati 1 indirektne utjecaje obzirom da o njoj ovise faktori poput
mikrobioloske aktivnosti i topivosti plinova (kisika). Temperature izvan optimalnih vrijednosti
mogu inhibirati rast i aktivnost denitrifikanata, dok se njenim porastom smanjuju koncentracije

otopljenog kisika (DO, engl. Dissolved Oxygen).

2.4.2. pH

Vecina neutrofilnih denitrifikacijskih bakterija ima optimalni pH u rasponu izmedu 7,51 9,5,
obzirom da pH ima utjecaj na sve enzime koji ispravno djeluju pri svojoj optimalnoj
vrijednosti. U procesu denitrifikacije utjece na reduktaze ili transportere elektrona, koji mogu
preferirati specificne reduktaze kao akceptore njihovih elektrona. Pri suboptimalnim je pH
vrijednostima opazeno nakupljanje intermedijera procesa, dok je pri niskim pH brzina
denitrifikacije usporena. Optimalnom vrijednosti smatra se raspon 7,0 — 7,5 (Grgas 1 sur., 2021;

Gerardi, 2002).

2.4.3. KONCENTRACIJA OTOPLJENOG KISIKA

Proces denitrifikacije proizvodi manji doprinos energije od aerobne respiracije, zbog cega
denitrificiraju¢e bakterije u aerobnim uvjetima preferiraju kisik kao krajnji akceptor elektrona.
Kisik djeluje kao alternativni, energetski povoljniji akceptor za fakultativne denitrifikacijske
bakterije te se posljedi¢no denitrifikacija ve¢inom odvija u anaerobnim uvjetima. Kisik takoder
djeluje na regulaciju sinteze enzima nitrat reduktaze, a aktivnost skoro svih duSikovih oksid
reduktaza suprimirana je u njegovoj prisutnosti. Stoga, kisik kontrolira denitrifikaciju na dvije
razine: reverzibilna inhibicija aktivnosti denitrifikacijskih enzima i regulacija ekspresije gena.
Zbog razlika u doprinosu energije procesa aerobne respiracije i anoksi¢ne respiracije BPK
(BPK, Biokemijska Potrosnja Kisika) denitrificirajuée bakterije pri visokoj koncentraciji

otopljenog kisika (> 1,0 mg/L) aktiviraju enzimski sustav za koriStenje slobodnog
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molekularnog kisika i1 deaktiviraju enzimski sustav za koriStenje nitritnih 1 nitratnih iona.
Kisik inhibira proces denitrifikacije u Cistim kulturama fakultativnih denitrifikacijskih
bakterija tako da supstratni elektroni mogu prolaziti do kisikovih citokroma.

U literaturi je predloZzeno kako bi model ovisnosti inhibicije denitrifikacije o koncentraciji
otopljenog kisika mogao pratiti model praga, odnosno kako se denitrifikacija odvija vrlo slabo
ili u potpunosti izostaje ukoliko koncentracija u ekosustavu dosegne vrijednost praga od samo
0,2 mg/L.

Eckenfelder (1989) je predlozio jednostavan model inhibicije kisika, koji predvida da ce
denitrifikacija prestati kada se otopljeni kisik poveca na vise od 1 mg/L, prema jednadzbi [5]:

rD = rD, max X 1.09(T-20) (I'DO) [5]

U jednadzbi rp oznacava opaZenu specificnu brzinu denitrikacije (g-NOs-N /g-MLVSS /d), rp,
max anoksicnu specifi¢nu brzinu denitrikacije (g-NO3-N /g-MLVSS /d), T temperaturu vode (8
°C), a DO otopljenu mijesanu tekucinu.

Ova jednadzba predlozena je u svrhu objasnjenja pojave denitrifikacije pri smanjenoj stopi u
aerobnoj mijesanoj tekuéini. Ipak, ne postoje dokazi da je inhibicija brzine denitrifikacije
kisikom linearna obzirom na koncentraciju DO.

Dodatno, zabiljezene su stope istovremene nitrifikacije i denitrifikacije pri koncentraciji od ¢ak
3 mg/L, iako su stope bile manje od 25 % anoksi¢ne stope. U nekoliko je istrazivanja objavljeno
kako ¢isti sojevi denitrifikacijskih bakterija rastu istovremeno koriste¢i 1 kisikove 1 nitratne
akceptore elektrona.

Anoksi¢na podru¢ja mogu postojati u flokulama aktivnog mulja, posebice ve¢im od 100 pm,
te takva mikrookruzenja mogu omoguciti istovremenu nitrifikaciju u vanjskom podrucju u
kontaktu s vodenim DO 1 denitrifikaciju u unutarnjem anoksi¢cnom podrucju.

Oh 1 Silverstein (1999) istrazili su ucinak DO na denitrifikaciju aktivhog mulja u
sekvencijalnom Sarznom reaktoru (SBR, engl. Sequencing Batch Reactors) uz acetat kao izvor
ugljika. Ispitani raspon iznosio je od 0,09 do 5,6 mg/L DO te je primje¢eno smanjenje stope
denitrifikacije od 35 % kada je DO iznosio 0,09 mg/L. Ipak, pri koncentracijama od 5,6 mg/L
primjecena je stopa denitrifikacije jednaka 4 % anoksicne stope te je utvrdeno kako nelinearni
model s jednim parametrom odgovara ovakvim rezultatima. Stopa denitrifikacije u flokulama
mulja bila je reducirana za 85 % pri koncentraciji 2 mg/L, Sto ukazuje da je aerobna
denitrifikacija postojanija u aktivnom mulju nego §to je zabiljezeno u dispergiranim kulturama

bakterija u vodi i tlu, vjerojatno zbog ogranicene difuzije kisika u flokule.



2.4.4. 1ZVOR UGLJIKA

Prisutnost izvora ugljika preduvjet je za uspjesan proces bioloske denitrifikacije, kao 1 kontrolni
faktor za strukturu i funkciju denitrificiraju¢e zajednice. Izvori ugljika (elektron donor) za
denitrifikaciju mogu biti: (i) razgradivi organski sastojci prisutni u otpadnoj vodi, (ii) vanjski
dodani (egzogeni) izvor ugljika, i (iii) unutarstanicne rezerve ugljika (KPK, Kemijska
Potrosnja Kisika) poput polihidroksi alkanoata (Grgas i sur., 2021; Bernat i Wojnowska-Baryta,
2007; Metcalf i Eddy, 2003).

Ukoliko koli¢ine raspolozivog ugljika nisu dovoljne za uklanjanje duSika, potrebno je uvesti
vanjski izvor kako bi se nadomyjestio protok elektrona te zadovoljile potrebe energije za stanicni
rast. Neki od glavnih zahtjeva za odabir odgovarajuceg vanjskog izvora ugljika osim niskih
troskova su netoksi¢na/neopasna priroda, dostupnost, niski doprinos mulja i sposobnost
stimuliranja potpune denitrifikacije (Dhamole i sur., 2015).

Osim vrste izvora, bitna je i koli¢ina dodanog ugljika. Omjer C/N upotrebljava se za
oznacavanje koli¢ine dodanog ugljika u odnosu na koli¢inu raspolozivog dusika. Na temelju
dostupnih podataka, Sun i sur. (2010) definirali su omjer C/N tipi¢ne otpadne vode kucanstva
niskim ukoliko je omjer C/N < 8,0. Kim 1 sur. (2017) navode kako bi za postizanje potpune
denitrifikacije dotok vode trebao imati omjer C/N > 13, $to je viSe od uobicajenog omjera u
otpadnim vodama.

Nedovoljne koli¢ine donora elektrona mogu uzrokovati nakupljanje intermedijera NO>’, §to
kao posljedicu ima toksi¢ni u¢inak na denitrifikacijske enzime ili moZze rezultirati pove¢anom
emisijom staklenickog plina N2O. Medutim, ukoliko se teku¢i izvor ugljika dodaje prirodnim
vodnim tijelima, takoder je potrebno pazljivo izraCunati dozu buduéi da previsoke
koncentracije mogu rezultirati organskim oneciS¢enjem te se moze uzrokovati sekundarno
onecis¢enje. Takoder, koli¢ina raspoloZivog ugljika ve¢a od optimalne ogranicava porast brzine
denitrifikacije pa se smatra da je za proces denitrifikacije odgovaraju¢i omjer organskog ugljika
izraZzenog kao omjer topivog BPK 1/ili nitratnog i nitritnog iona oko 3 (Grgas 1 sur., 2021).
Omjer KPK/N u komunalnim vodama je nizak te ¢esto nije dovoljno u¢inkovit za uklanjanje
dusika, zbog ¢ega dodavanje velikih koli¢ina vanjskog izvora ugljika predstavlja znacajan
trosak. Opskrba ugljikom putem metanola, acetata i etanola koristi se kao prvi izbor za rjeSenje
ovog problema. Ti se izvori ve¢inom koriste u laboratorijskim i industrijskim procesima
bioloske obrade otpadne vode, no zbog troskova se istraZzuju 1 drugi, alternativni izvori ugljika

poput otpadne vode iz mljekarske industrije, iz procesa konzerviranja ribe, mesne industrije,



mulja, drvenih peleta, pSeni¢ne slame, drvenih strugotina, biorazgradive plastike (Grgas i sur.,
2021; Zhang i Zhang, 2018).

Odabir izvora ugljika za denitrifikaciju mora uzeti u obzir mnoge aspekte, ukljucujuci ucinak
uklanjanja duSika, troSkove, operativne zahtjeve i znacajke te moguci ucinak na kvalitetu

efluenta i proizvodnju mulja (Cherchi i sur., 2009; Nyberg i sur., 1996).

2.5. DONORI ELEKTRONA
Donori elektrona osnovno se dijele na organske i anorganske (Slika 1). Organski donori
elektrona sastoje se od organskih tvari niske molekulske mase i organskih tvari visoke
molekulske mase. Anorganski se donori elektrona uglavnom sastoje od vodika, reduciranih
spojeva sumpora, zeljeza 1 Zeljeznih sulfida, ali se takoder mogu koristiti drugi spojevi poput
Mn?",
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Slika 1. Klasifikacija donora elektrona za denitrifikaciju (preuzeto i prilagodeno iz Pang i

Wang, 2021).

Medu organskim donorima elektrona niske molekulske mase najceS¢e se koriste metanol,
etanol, acetat i glukoza. Ostali izvori ukljuuju organske kiseline, alkohole, saharide,

aromatske spojeve i metan (CHs) (Pang 1 Wang, 2021; Xu i sur., 2018; Dhamole i sur., 2015).



Stopa denitrifikacije s acetatom veca je od stopa metanola i etanola, Sto objasnjava ¢injenica
da se octena kiselina izravno asimilira u metabolicki proces (Elefsiniotis i sur., 2004) (Tablica
1).

Tablica 1. UobiCajene brzine denitrifikacije jednostavnih izvora ugljika (preuzeto i

prilagodeno iz Dhamole i sur., 2015).

Supstrat Brzina denitrifikacije
Metanol 4,4 mg NOx-N/g VSS, d
Etanol 12-24 mg NO3-N/g biomase, d
Acetat /octena kiselina 17-36 mg NO3-N/g VSS, d

Etanol se prvo mora prevesti u acetat kako bi se mogao metabolizirati te je u visokim
koncentracijama toksi¢an mikroorganizmima. Acetat se koristi tako $to se prvo prevede u
acetil-CoA, koji denitrifikatori zatim mogu koristiti uvrStavanjem u ciklus trikarboksilnih
kiselina (TCA, engl. Tricarboxylic Acid Cycle) (Pang i Wang, 2021; Elefsiniotis 1 sur., 2004).
Metanol i etanol takoder se usmjeravaju prema TCA na nacin da se prvo prevode u formaldehid
i acetaldehid, koji se zatim pretvaraju u glioksilnu i octenu kiselinu. Obije se zatim pretvaraju
u acetil-CoA koji ulazi u TCA (Pang i Wang, 2021).

Metanol se kao izvor ugljika s velikom brzinom denitrifikacije i najnizom cijenom najcesce
upotrebljava, Sto je istaknuto relativno niZim omjerom metanola i1 nitrita te Sirokom
dostupnoScu na trziStu. Glavni nedostatak upotrebe metanola predstavljaju sigurnosni problemi
povezani s njegovim transportom, rukovanjem i skladiStenjem, jer je reaktivan i toksican spoj.
Procijenjeno je da je dodatnih 25 do 31 % troSkova kapitalne izgradnje za sustave za
skladiStenje, pumpanje i1 isporuku metanola potrebno za ispunjavanje sigurnosnih standarda u
odnosu na koriStenje nezapaljivog, bezopasnog proizvoda (Cherchi i sur., 2009; CDM, 2007).
Dodatno, potrebna su duga razdoblja prilagodbe u procesu pokretanja izgradnje specifi¢nih
denitrifikacijskih bakterija koje koriste metanol (metilotrofa) te postoje izvjeS¢a o pogorsanoj
izvedbi denitrifikacije pri hladnim uvjetima kao rezultat potencijalnog ispiranja metilotrofa iz
sustava.

Iz ovih su razloga, kao 1 zbog potrebnih velikih koli¢ina ovoga izvora, provedena istraZivanja
koja razmatraju druge, jednako ili viSe povoljne alternativne opcije poput pamuka, pSenicne
slame, novinskog papira, piljevine, Skroba te povrtnog ulja (Park i Yoo, 2009; Kim i sur., 2002;
Hunter i sur., 2001; Soares i sur., 2000; Volokita i sur., 1996). Medu njima, pamuk se smatra

najviSe ostvarljivim zbog visokog sadrzaja celuloze i stope denitrifikacije u usporedbi s drugim
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netopivim ugljicima. Cijena ovog izvora sli¢na je metanolu, no obzirom na stopu denitrifikacije
nije uspio zamijeniti metanol (Park i Yoo, 2009).

Tam i sur. (1994) proucili su ucinak metanola, natrijeva acetata i natrijeva propionata na
denitrifikaciju 1 opcenito uklanjanje dusika iz otpadne vode domacinstva u modificiranom
sustavu SBR. Navedeni su spojevi u reaktore dodani prije anoksi¢nog stupnja u
koncentracijama ekvivalentnim teorijskim KPK vrijednostima od 50, 100 i 150 mg O2/L.
Rezultati su pokazali kako je dodatak niske koncentracije natrijevog propionata uzrokovao pad
sadrzaja nitrata od 89 % na kraju anoksi¢nog stadija, §to ovaj izvor ujedno ¢ini najuspjesnijim
u istrazivanju. Slijedi ga acetat, a najmanje ucinkovitim pokazao se metanol. Autori su
zakljucili kako je dodatak natrijeva acetata ili propionata u koncentraciji ekvivalentnoj
teoretskim vrijednostima KPK od 100 mg O2/L najekonomicnija i najpouzdanija opcija (Tam i
sur., 1994).

Hlapljive masne kiseline (VFA, engl. lolatile Fatty Acids) alternativni su izvori za
denitrifikatore, a ukljucuju acetat, propionat, butirat i valerat. Stope denitrifikacije koristenjem
mjeSovitog supstrata VFA znatno su vece od onih koje koriste pojedinacne VFA (pr. acetat,
propionat, butirat i valerat) (Pang i Wang, 2021; Xu, 1996).

Elefsiniotis i sur. (2004) proucili su sposobnost prirodno proizvedenih VFA da djeluju kao izvor
ugljika za uklanjanje nitrata i duSikau rasponu koncentracija od 20 do 200 mg/L. Dodani su
nitrati u obliku 1 M otopine kalijevog nitrata te je uoceno kako populacija denitrifikatora
najbrze iscrpljuje octenu kiselinu. Kada su koncentracije octene kiseline pocele opadati,
slijedile su masla¢na i propionska, a tre¢i je izbor bio valerijanska kiselina. Rezultati su ukazali
na sekvencijalnu preferenciju za VFA te preferenciju VFA u odnosu na druge slozenije topive
oblike organskog ugljika. Redoslijed preferencije moguce je objasniti jednostavnoscu
metabolickog puta razgradnje acetata u odnosu na druge VFA (Elefsiniotis i sur., 2004).
Utjecaj VFA na kinetiku denitrifikacije istrazili su Li 1 sur. (2015), gdje su octena i propionska
kiselina postigle najviSe stope uklanjanja nitrata, s time da je stopa octene bila skoro dvostruko
veca od propionske. Kratkolancane VFA (mravlja, octena 1 propionska) prema reakcijskoj
kinetickoj analizi pokazale su dva stupnja denitrifikacije (brzi 1 spori), cemu bi uzrok mogao
biti suradnja denitrifikatora i mikroorganizama odgovornih za razgradnju dugolancanih VFA.
Kao donori elektrona mogu se koristiti mono- (glukoza, ksiloza, manoza) i disaharidi (laktoza,
saharoza). Glukoza je najcesce koriSten saharid te elektrone predaje sljede¢om reakcijom (Pang
1 Wang, 2021), jednadzba [6]:

5C6H1206 + 24N0O3™ + 24H" — 12N, + 30CO: + 42H>0 [6]
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Medutim, koriStenjem glukoze kao donora elektrona zabiljezeno je vece nakupljanje NO2™ i
stvaranje N2O u odnosu na acetat i etanol. Dodatno, put disimilacijske redukcije nitrata u
amonijak postaje od vaznosti te rezultira nakupljanjem amonijaka.

Wang i sur. (2007) ispitali su u¢inke glukoze, saharoze, krumpirovog Skroba i natrijeva acetata
na denitrifikaciju te su primjetili vecu uc¢inkovitost uklanjanja dusika kod acetata 1 Skroba.
Koncentracije nitrata u sustavima glukoze i saharoze bile su nize od kontrolnih te su u prvih 8
sati dostigle maksimum od 5,2 i 4,7 mg/L, a zatim su se naglo smanjile. U istrazivanju se
koncentracija amonijaka smanjila ispod granica detekcije u 48 h, sto ukazuje da monosaharidni
1 disaharidni donori elektrona mogu stimulirati anerobne transformacije dusika. Saharidi su
stimulirali redukciju nitrata u nitrit, a acetat redukciju nitrata u amonij, $to je bilo pod utjecajem
pH vrijednosti.

Usporedbu etanola, acetata 1 saharoze kao vanjskih izvora ugljika napravili su Lorrain 1 sur.
(2004). Na lokaciji zra¢ne luke oneciS¢ene nitratima zbog primjene uree za odledivanje
prikupljeni su uzorci tla i podzemne vode te suplementirani ovim izvorima ugljika. U svim su
uzorcima nitrati bili uklonjeni, a brzina denitrifikacije i potrebna kolic¢ina izvora ugljika ovisile
su o izboru supstrata. Etanol i acetat dali su najbrzu stopu denitrifikacije (1,4 -1,6 mg-N/L d),
dok je saharoza dala znatno sporiju stopu (0,6 - 0,9 mg-N/L d) i zahtijevala vecu koncentraciju
izvora ugljika.

Vanjski se izvori ugljika prema fizickom obliku mogu podijeliti na tekuce i ¢vrste organske
tvari. Teku¢i oblici su tradicionalno primjenjivani u praksi i ve¢ su nabrojani, odnosno
ukljuéuju acetat, etanol, metanol, saharide, itd. Cvrsti izvori ugljika mogu ujedno djelovati kao
izvori ugljika 1 kao fizicka potpora za stvaranje biofilma u denitrifikacijskom sustavu ¢vrste
faze, a ukljucuju spojeve poput polihidroksialkanoata (PHA, engl. Polyhydroxyalkanoates),
polivinilnih alkohola (PVA, Polyvinyl Alcohol), polikaprolaktona (PCL, Polycaprolactone) te
polibutilen sukcinata (PBS, Polybutylene Succinate).

Xu i sur. (2018) kao izvore ugljika koristili glukozu, natrijev acetat i poli(3-hidroksibutirat-ko-
3-hidroksivalerat)/poli-(mlije¢na kiselina) polimer (PHBV/PLA). lako su maksimalne stope
denitrifikacije bile niZe u sustavu koji podrzava PHBV/PLA nego u sustavima koji podrzavaju
glukozu i natrijev acetat, istraZivanje je takoder pokazalo kako bi tekucéi izvori ugljika pogorsali
kvalitetu efluenta zbog neodgovarajuceg doziranja, dok je rad s PHBV/PLA denitrifikacijskim
iskoriStavanja polimera PHBV/PLA kompleksniji od onoga za iskoriStavanje tekucih izvora.

Polimer se morao prvo razgraditi na spojeve manje molekulske mase te je vecina
12



denitrifikacijskih bakterija kao dostupni izvor ugljika koristila isklju¢ivo te meduproizvode

niske molekularne mase.

Vanjski izvor ugljika moze biti kemijski (octena kiselina ili metanol), primarno talozeni
hidrolizirani mulj ili proizvodi anaerobne fermentacije iz organske frakcije krutog komunalnog

otpada (Bolzonella i sur., 2001).

AsQy i sur. (1998) istrazili su uc¢inkovitost hidroliziranog mulja 1 krutog organskog otpada kao
izvora ugljika za denitrifikaciju u BIOFOR filterima te radne uvjete pod kojima bi ovaj proces
najbolje funkcionirao. Etanol je koriSten kao referentna tvar, a pokusi su provedeni u dva
paralelno vodena reaktora pri temperaturnom rasponu 9-11 °C, s koncentracijom kisika 11-12
mg/L. Hidrolizat proizveden toplinskom obradom (180 °C, 30 min) organskog otpada i mulja
dao je istu maksimalnu brzinu denitrifikacije kao etanol, koja je iznosila oko 2,5 kg NOs-
N/m3xd. Medutim, bio je potreban omjer od 8-10 g KPK/g NOs-N, za razliku od etanola, ¢&iji
je potrebni omjer bio blizu 4,5 g KPK/g NO3-N (Slika 2).
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Slika 2. Brzina denitrifikacije u ovisnosti o omjeru KPK/NOs-N influenta s etanolom kao

izvorom ugljika (preuzeto i prilagodeno iz EsQy i sur., 1998).

Potrebni ulazni omjer KPK/NO3-N za postizanje maksimalne stope denitrifikacije ovisi 1 o
kinetici obzirom na koncentraciju KPK, §to je u istrazivanju bilo vidljivo kada je utvrdena

smanjena stopa pri koncentracijama KPK u eluentu nizim od 15 mg KPK/L (Slika 3). S
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hidrolizatom je koncentracija eluenta od 75 mg KPK /L bila potrebna za postizanje maksimalne
brzine, u usporedbi s 15 mg KPK/L s etanolom. Koli¢ina biomase koja je bila promatrana

padom tlaka pokazala je najveci utjecaj na brzinu.
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Slika 3. Brzina denitrifikacije 1 u¢inkovitost uklanjanja nitrata u odnosu na koncentraciju KPK
u efluentu (mg/L) s etanolom kao izvorom ugljika (preuzeto i prilagodeno iz As@y i sur.,
1998).

26. OTPAD HRANE KAO ALTERNATIVNI 1ZVOR
UGLJIKA

Upotreba otpada hrane kao alternativnog izvora ugljika prilikom denitrifikacije mogla bi biti
korisna u pogledu cijene procesa te utjecaja na zastitu okoliSa. Takoder, postoji i rizik od
unoSenja organskog dusSika 1 otopljene organske tvari u otpadnu vodu. Provedena su mnoga
istrazivanja, medutim, broj studija proveden za primjenu u prakti¢nim postrojenjima za
procisS¢avanje otpadnih voda je ogranien. Stoga se nastavlja potraga za jeftinim i1 lako
dostupnim izvorom ugljika.

Otpadna voda prehrambene industrije ima neke povoljne karakteristike kao Sto su Cistoca (tj.
relativno bez metala i drugih kontaminanata), stabilnost u smislu sastava i sadrZaja lako
biorazgradivih organskih spojeva i dostupnost u potrebnim koli¢inama (Zhang 1 sur., 2016).

Otpadne vode od recikliranja otpada od hrane (FRW, engl. Food Waste-Recycling Wastewater)
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nastaju tijekom procesa recikliranja otpada hrane za proizvodnju sto¢ne hrane ili gnojiva. FRW
sadrzi visoke razine organskih materijala i stoga moze biti dobar izvor ugljika (Kim i sur., 2017;
Shin i sur., 2015). Biorazgradivost FRW u anaerobnoj digestiji procijenjena je na 90,0 %, sto
znaci da bi koristenje FRW od strane anaerobnih ili anoksic¢nih heterotrofa u procesu bioloske
denitrifikacije moglo posti¢i smanjenje organskog otpada i pretvaranje otpada u resurse.
Medutim, FRW jo$ nije dovoljno istrazena te zasad nema dovoljno informacija o njenom
utjecaju na mikrobioloSku zajednicu heterotrofnih denitrifikatora.

Iz tog su razloga Kim i sur. (2017) proveli istrazivanje u kojem su procijenili FRW kao
alternativni izvor ugljika za bioloSku denitrifikaciju otpadne vode grada, s pozornos¢u na
mikrobnu zajednicu. Istrazivanje se odvijalo tijekom sedam mjeseci u potpunom sustavu za
obradu otpadnih voda koji je kao vanjski izvor ugljika koristio 2 tone/dan komercijalnog
proizvoda bogatog butanolom i metanolom pod nazivom obnovljeni izvor ugljika 45 (RCS45,
engl. Recovery Carbon Source). 1zvor ugljika diverzificirali su koriStenjem 8 tona na dan FRW
proizvedene u lokalnom postrojenju koje se bavi recikliranjem otpadne hrane u sto¢nu hranu.
U tablici 2 prikazana su fizikalna i kemijska svojstva otpadne vode i FRW koja ukazuju kako
FRW ima znacajan sadrZaj organske tvari. Izracunato je kako se otprilike 1 tona RCS45 moze
zamijeniti s 11 tona FRW na temelju informacija prosje¢nih vrijednosti KPK od 597,7 g KPK/L
uRCS45151,7 g KPK/L u FRW).

Tablica 2. Fizikalna 1 kemijska svojstva otpadne vode i FRW (preuzeto i prilagodeno iz Kim 1

sur., 2017).

Parametar Mjerna jedinica Vrijednost
Otpadna voda FRW
pH - 7,2 59
KPK g-COD./L 0,16 +0,03 51,7+ 17,3
TS g/L 0,3+0,1 24,6 £8,2
VS g/L 0,13 +0,03 14,8 £7,0
VS/TS g/L - 60,2
SS g/L 0,08 £ 0,01 7,9 +8,9
VSS g/L 0,08 + 0,01 7,2 +8,0
Ugljikohidrati g/L 0,01 £0,01 2,1+£52
Proteini g/L 0,04 +0,02 5,4+£6,0
Lipidi g/L 0,11 +0,01 3,5+5,6
TN g/L 0,02 £ 0,01 1,9+1,0
TP g/L 0,01 £0,01 0,5+0,4
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Tablica 2. Fizikalna i kemijska svojstva otpadne vode i FRW (preuzeto i prilagodeno iz Kim 1

sur., 2017). - nastavak

TVFA + etanol g/L 0,0 +0,0 11,7 £5,3
NHs-N mg/L 12,8 +1,7 596,6 +219.,6
NO3-N mg/L 0,32+0,1 0,1+£0,2
NO:2-N mg/L 0,31+0,1 1,3+£2,0

TS — ukupne tvari; VS- hlapljive tvari; SS- suspendirane tvari; VSS- hlapljive suspendirane tvari; TN-
ukupni dusik; TP- ukupni fosfor; TVFA- ukupne hlapljive masne kiseline

Ucinkovitost denitrifikacije u anoksi¢nom spremniku uz RCS45 kao izvor ugljika (dan 0)
iznosila je 100 %, a uz FRW kao vanjski izvor ugljika tijekom sedam mjeseci (dani 1-220) bila
je stabilna (Slika 4). Tijekom razdoblja rada se optereéenje nitratima povecalo, medutim,
srednja ucinkovitost denitrifikacije prvo je porasla na 97,2 %, a zatim na 99,3 % nakon 98 dana

(Kim i sur., 2017).
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Slika 4. Ucinkovitost uklanjanja nitrata i ukupnih topivih masnih kiselina u anoksi¢cnom

spremniku (preuzeto 1 prilagodeno iz Kim 1 sur., 2017).

Iz anoksi¢nog je spremnika ukupno prikupljeno sedam uzoraka 0., 47., 96., 131., 164., 185. 1
203. dana, u svrhu prac¢enja dinamike bakterijske populacije prije i nakon promjene izvora
ugljika. Rezultati su pokazali kontinuiranu promjenu strukture bakterijske zajednice,

najznacajniju u tri puta: od 0. do 47. dana, od 47. do 164. dana i od 164. do 185. dana. Prvi
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pomak (0. do 47. dan) bio je s porodice Methylococcacea na Eubacteriacea (37,5 %) 1
Saprospiraceae (36,9 %), $to moze objasniti promjena izvora ugljika s RCS45 na FRW.
Eubacteriaceae u anaerobnim uvjetima razgraduju celulozu, koja je glavna komponenta
organskog otpada (Kim i sur., 2017; Keating i sur., 2012). Saprospiraceae ¢ine jednu od
temeljnih mikrobnih zajednica u uredajima za prociS¢avanje otpadnih voda, u kojima velika
zastupljenost ove porodice poboljsava hidrolizu sloZenih organskih spojeva kao §to su polimeri
ugljika, posebice proteina, tijekom procis¢avanja otpadnih voda (Kim i sur., 2017; Chen i sur.,
2016). Drugi pomak (47. do 164. dan) karakteriziran je supresijom ovih porodica, a tre¢i (164.
do 185. dan) dramati¢nim porastom porodice Rhodocyclaceae. Ove porodice bile su glavne
tijekom obrade FRW te su se smatrale se odgovornima za hidrolizu (Eubacteriacea i
Saprospiraceae) 1 uklanjanje nitrata (Rhodocyclaceae i Comamonadaceae) FRW-a. Zaklju¢ak
autora glasi da FRW moze biti u¢inkovit vanjski izvor ugljika te da je stabilizacija procesa bila

povezana s prilagodbom i funkcijom bakterijskih populacija na promjenu izvora ugljika (Kim

isur., 2017; Lu i sur., 2014).

Zhang i sur. (2016) koristili su otpad hrane iz javnih restorana poput studentskih menza na
sveucCiliSnim kampusima za anaerobnu fermentaciju u svrhu pripreme izvora ugljika za
poboljsanje uklanjanja dusika u procis¢avanju otpadnih voda. Za usporedbu su se kao izvori
ugljika koristili glukoza i natrijev acetat. Otpad je nakon selekcije usitnjen i homogeniziran na
veli¢inu Cestica manju od 5 mm, a uglavnom se sastojao od ostataka kuhane hrane, poput rize,
rezanaca, mesa, jaja i povréa. Zatim je pod anaerobnim uvjetima, bez podeSavanja pH te pri
temperaturi 25 °C proizvedena fermentirana tekuc¢ina otpada hrane (FLFW, engl. Fermentation
Liquid From Food Wastes) s visokim udjelom organskih kiselina. Ugljikohidrati, proteini 1
lipidi bili su glavni konstituenti otpada hrane, a ¢inili su 61,5 %, 9,8 % te 9,2 % ukupnog KPK.
Objavljeno je kako ugljikohidrati bioloSkom fermentacijom proizvode najvise organskih
kiselina, a organske komponente produkata fermentacije bile su sljedece: do 75 % mlijecne
kiseline, 21 % octene kiseline 1 oko 4 % propionske kiseline. Visok sadrZaj mlijecne kiseline
objaSnjiv je prisutnoS¢u autohtonih bakterija mlijecne kiseline u otpadu hrane. Mlijecna
kiselina se smatra prekursorom za proizvodnju propionske i octene kiseline. Stoga, iako
denitrifikatorima nije tako lako iskoristiva kao propionska kiselina, moZe biti ucinkovita za
denitrifikaciju (Zhang i sur., 2016; Sage 1 sur., 2006).

Nepotpuna denitrifikacija karakterizirana je velikim udjelom zaostalog nitrata 1 blagim

nakupljanjem nitrita na kraju procesa, a Cesto se dogada kada je ugljik ogranicen. Pri omjeru
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KPK/N 6-8 doslo je do znatnog povecanja akumulacija nitrita, Sto je pokazalo da je rije¢ o
ograni¢enju denitrifikacije koli¢inom ugljika, a ne dostupnos¢u ugljika. Maksimalna stopa
denitrifikacije zabiljeZena je pri omjeru KPK/N 6. Prema ovoj studiji, produktivnost izvora
ugljika iz otpada od hrane iznosila je 0,096 g ukupnog KPK/g otpada hrane, a izraunat je
potencijal denitrifikacije FLFW u vrijednosti od 0,174 g N/g KPK (Zhang i sur., 2016). Ukupna
ucinkovitost uklanjanja dusSika usporedena je na slici 5, gdje je vidljivo kako je uz FLFW
postignuto ukupno uklanjanje dusika od ¢ak 98 %, otprilike isto kao i za natrijev acetat (Zhang

isur., 2016).
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Slika 5. U¢inak izvora ugljika na u¢inkovitost uklanjanja TN pri omjeru KPK/N od 6 (preuzeto
1 prilagodeno iz Zhang i sur., 2016).

Medutim, za priblizavanje stabilnom uklanjanju bilo je potrebno dulje vrijeme. S druge strane,
konac¢na ucinkovitost uklanjanja bila je samo 39,6 % za glukozu pa se moZe zakljuciti da se
FLFW moZe koristiti kao alternativni izvor ugljika natrijevom acetatu u procesu denitrifikacije
(Zhang 1 sur., 2016).

Isto su istaknuli Qi 1 sur. (2020), ne nalaze¢i o€itu razliku u karakteristikama efluenata prilikom
usporedbe FLFW 1 natrijevog acetata kao izvora ugljika.

Sli¢ne rezultate postigli su Bolzonella i sur. (2001) koriste¢i produkte anaerobne fermentacije
iz organske frakcije krutog komunalnog otpada. Naime, u BNR postrojenje su doveli teku¢u
frakciju iz koraka anaerobne fermentacije zajedno s dolaznom strujom otpadne vode kako bi
povecali dostupnosti lako biorazgradivih organskih spojeva za promicanje bioloSkog

uklanjanja dusika i fosfora. Zatim su sukladno AF-BNR-SCP (engl. Anaerobic Fermentation—
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Biological Nutrient Removal—Struvite Crystallization Process) procesu krutu frakciju mijesali
s viSkom aktivnog mulja iz BNR postrojenja i doveli u jedinicu za anaerobnu kodigestiju.
Zahvaljujuéi proizvodima fermentacije, potencijal denitrifikacije porastao je sa 6 na 17 mg

NO;-N/L.

Strong i sur. (2011) su istrazili uc¢inak 4 razlicita izvora ugljika: acetata, formijata, metanola i
etanola, u usporedbi s teku¢inom dobivenom kao nusproizvod mokre oksidacije (WO, engl.
Wet Oxidation) otpadnog aktivnog mulja na biolosku denitrifikaciju otpadne vode grada.
Mokra oksidacija je proces kojim se otpad, ukljucujuci krute organske biokrutine, pretvara u
ugljikov dioksid i1 niz topivih produkata, pri oksidativnim uvjetima pri poviSenim
temperaturama (Strong 1 sur., 2011; Mishra i sur., 1995). Aktivni mulj iz sustava za
prociS¢avanje otpadnih voda grada s dodatkom etanola bio je kondicioniran za svaki
pojedinacni izvor ugljika. Etanol je dodan kako bi se osiguralo adekvatno uklanjanje nitrata.
Postavljeno je pet denitrifikacijskih reaktora laboratorijskih razmjera (radnog volumena 4 L)
te su svi zasijani povratnim aktivnim muljem (2,2 g/L). Za reaktore se kao sirovina koristila
otpadna voda nakon primarne obrade pohranjena pri 4 °C. U 4 su reaktora dodani ispitivani
Cisti izvori ugljika (300 mg/L) u 10 %-tnu otpadnu vodu nakon primarne obrade (razrijedenu
vodovodnom vodom). Peti je reaktor sluzio kao kontrolni, odrzavan samo sa 100 %-tnom
proc¢is¢enom vodom nakon primarne obrade te je svaki dan bio punjen sirovom otpadnom
vodom grada kao jedinim izvorom ugljika.

Proces WO je dao 0,15 g topljivog organskog ugljika po gramu suhe biokrutine. Octena (6,25
g/L) 1 mravlja kiselina (0,8 g/L) proizvedene su u najve¢em udjelu te je proizveden mali udio
propionske i maslacne kiseline te metanola (manje od 0,4 g/L). Octena kiselina identificirana
je kao vrlo otporna unutar WO 1 stabilan intermedijer prije potpune oksidacije u ugljikov
dioksid (Strong i sur., 2011; Shende 1 Levee, 1999). Obzirom na zastupljenost octene 1 mravlje
kiseline, bili su logi¢an izbor za komparativnu studiju razli¢itih dodataka ugljika.

Slika 6 pokazuje kako su najvece specificne brzine denitrifikacije (SDR, engl. Specific

Denitrification Rate) dobivene prilikom koriStenja acetata i1 etanola kao dodataka ugljika.
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Slika 6. Prosjecne specifi¢ne brzine denitrifikacije uz acetat, etanol, formijat i metanol,

motreno tijekom 4 tjedna (preuzeto i prilagodeno iz Strong i sur., 2011).

Obzirom da je koristeni inokulum potjecao iz uredaja za procis¢avanje otpadnih voda
dopunjenog etanolom, bile su ocekivane vece brzine denitrifikacije pri koriStenju etanola.
Medutim, nesSto su vece brzine denitrifikacije postignute pri koriStenju acetata, Sto se pripisuje
utjecaju razlike u pH za viSe od jedne pune jedinice unutar 2 sata nakon dodavanja nitrata 1
ugljika. Specificna brzina denitrifikacije je pri koriStenju metanola ili formijata puno niza od
onih s acetatom i etanolom, ali neSto malo visi od kontrole (Slika 6).

U reaktorima s dodatkom acetata primijeceno je znatno povecanje pH tijekom prva dva sata te
zatim smanjenje nakon sljedeca 22 sata. U reaktorima s dodatkom formijata pH je u prva 2 sata
porastao te nastavio rasti tijekom 24 sata. Kod dodatka etanola pH se znatno smanjio u 24 sata,
a kod metanola je primije¢eno blago smanjenje pH izmedu obroka. Promjene pH sustava za
obradu mogu imati zna¢ajne utjecaje ne samo na brzinu denitrifikacije, ve¢ i na prinos i sastav
biomase te uklanjanje BPK.

U slici 7 prikazani su normalizirani 1 SDR dobiveni u istraZivanju za svaku aklimatiziranu

biomasu sa svakim izvorom ugljika.
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Slika 7. Specificne brzine denitrifikacije uz odredeni izvor ugljika s biomasom
aklimatiziranom na SBR koriStenjem SarZnog testa (lijevo) 1 normalizirane specifi¢ne brzine
denitrifikacije u odnosu na najvecu vrijednost dobivenu odredenom vrstom biomase (desno)

(preuzeto 1 prilagodeno iz Strong 1 sur., 2011).

U usporedbi s kontrolom (Slika 7), dodatkom izvora ugljika poboljSane su sve brzine
dentirifikacije. Najvec¢a SDR dobivena je s etanolom i biomasom aklimatiziranom na acetat.
Najucinkovitiji su izvori ugljika bili acetat i materijal WO. Najveca SDR od 40 £+ 0,4 mg NO3
g/VSS h postignuta je s biomasom aklimatiziranom na acetat 1 acetatom te SDR od 38 + 0,1
mg NO3g/VSS h s materijalom WO. Takoder, visoka SDR postignuta je dodavanjem etanola
biomasi aklimatiziranoj na etanol (29 + 0,9 mg NO3 g/VSS h). Opcenito, svi aklimatizirani
tipovi biomase ucinkovito su iskoristili acetat 1 WO tekuc¢inu, dok su postignute niske brzine s
metanolom 1 formijatom. Usporedba normaliziranih SDR vrijednosti s SDR vrijednostima
dobivenim odredenom biomasom ukazala je da je acetat Sire koriSten od ostalih izvora Cistog
ugljika. Dodatno, SDR dobivene s teku¢inom WO pokazale su sli¢nost vrijednostima za acetat,

Sto ukazuje da je takoder izvrstan izvor ugljika zahvaljujuéi prisutnosti velikog broja organskih
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spojeva (osobito octene kiseline) (Strong 1 sur., 2011).

Cini se kako su neke otpadne vode prehrambene industrije zbog karakteristika visokih omjera
C/N 1 visokog sadrzaja lako biorazgradivih organskih frakcija potencijalno dobri kandidati za
alternativne izvore ugljika. Ipak, problemi u radu s otpadnim vodama prehrambene industrije

javljaju se u obliku varijacije u njihovoj kvaliteti i koli¢ini zbog proizvodnih ciklusa.

Medu otpadnim spojevima koji se najcesce koriste kao alternativni izvori ugljika nalaze se oni
koji sadrze hlapljive masne kiseline, sa specificnom brzinom denitrifikacije izmedu 0,46 1

20,25 mg NOs3-N/g VSS h, ovisno o studiji (Fernandez-Nava i sur., 2010).

Swinarski 1 sur. (2009) istrazili su uc¢inke otpadnih voda iz destilerije, pivovare 1 tvornice za
kiseljenje ribe na sposobnost denitrifikacije procesne biomase koja potjece iz postrojenja za
procis¢avanje otpadnih voda grada i industrije “Wschod” u Gdanjsku. Rezultati su pokazali
kako otpadne vode destilerije, pivovare i tvornice za kiseljenje ribe mogu biti potencijalni
vanjski izvor ugljika, budu¢i da su odredene pojedinacne brzine iskoriStenja nitrata (NUR, engl.
Nitrate Utilisation Rate) bile u rasponu od 2,4 do 6,0 g N/kg VSS h, odnosno usporedive sa
brzinama povezanim s iskoriStavanjem lako biorazgradivog KPK u otpadnoj vodi nakon
primarne obrade. Najvise su stope do 6,0 g N/kg VSS h postignute koriStenjem otpadne vode
iz pivovare 1 tvornice za kiseljenje ribe kao izvora ugljika, a nesto niZe, prili€no konzistentne
stope (4,80 — 5,15 g N/kg VSS h) zabiljeZene su s otpadnom vodom destilerije.

Fernandez-Nava 1 sur. (2010) usporedili su tri alternativna izvora ugljika u denitrifikaciji
otpadnih voda koje sadrze 2500 mg NOs7/L u SBR reaktoru. Radilo se o otpadnoj vodi nastaloj
pri ¢iS¢enju reaktora koji se koriste u proizvodnji slatkiSa, ostatku iz proizvodnje bezalkoholnih
pi¢a bogatom saharozom i ostatku iz tvornice mlijeka bogatom mlijecnom kiselinom. Autori
su istrazili razli¢ite omjere KPK/N te odredili kinetiku denitrifikacije. Pokusi su provedeni u
anoksi¢nim uvjetima pri sobnoj temperaturi (20 + 1 °C) te pri pH vrijednostima u rasponu 7,5-
8. Otpadna voda iz tvornice slatkiSa bila je vrlo bogata Sec¢erima te je u suhoj tvari sadrZzavala
53,657 % glukoze i 32,1-46,4 % saharoze, kao i laktozu i sirutku u manjim koli¢inama. KPK
vrijednost iznosila je 155 g/L. Ostatak iz tvornice bezalkoholnih pi¢a bio je bogat saharozom
(98-99 % saharoze na suhoj osnovi) te je imao visok sadrzaj organske tvari (850 g KPK/L).
Ostatak 1z tvornice mlijeka bio je bogat mlijecnom kiselinom (2,8-4,2 %) te je sadrzavao 16,1-

16,8 % laktoze 1 masti i bjelancevine u malim koli¢inama. KPK vrijednost iznosila je 370 g/L.
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Za aklimatizaciju biomase kao izvor ugljika je koriSten natrijev acetat.

Tri linearne faze redukcije nitrata odvijaju se istovremeno tijekom procesa denitrifikacije
upotrebom aktivnog mulja iz denitrifikacijskih sustava koji djeluju na sloZene izvore ugljika
kao S§to su industrijske otpadne vode. Najvecu brzinu denitrifikacije osigurava najlakse
biorazgradivi KPK; sporiju brzinu osigurava sporije biorazgradivi KPK, koji prije
denitrifikacije treba hidrolizirati; dok najnizu brzinu denitrifikacije osigurava endogeni ugljik
(Fernandez-Nava i sur., 2016).

Pri koriStenju otpadne vode iz tvornice slatkiSa u prva su dva sata postignute maksimalne brzine
denitrifikacije (30,4-41,6 mg NOx-N/g VSS h) i1 najveca potrosnja organske tvari (5,6-7,2 mg
KPK utrosenog/mg NOx-N uklonjenog), koja odgovara lako biorazgradivnoj frakciji. Nakon 6
sati reakcije primjecene su vrijednosti nize od 90 mg KPK/L u tretiranom efluentu. Pri omjeru
KPK/N 5-5,5 uoc€eno je nakupljanje nitrita, $to nije bio slucaj pri viS§im razinama KPK. Na
temelju pokusa je odreden otpimalni KPK/N omjer u vrijednosti 6,5 za ovaj izvor, uz koji se
postize maksimalna brzina denitrifikacije od 41,6 mg NOx-N/g VSS h (Fernandez-Nava i sur.,
2016).

Koristenje ostatka iz tvornice bezalkoholnih pi¢a kao izvora ugljika dovelo je do brze redukcije
nitrata, s time da se maksimalna stopa denitrifikacije postigla za 1,5 h i iznosila je 31,8-48,1
mg NOx-N/g VSS h. Tijekom procesa nije uo¢eno nakupljanje nitrita, a odredeni optimalni
omjer KPK/N iznosio je 5,5 (Fernandez-Nava i sur., 2016).

Koristenjem ostatka iz tvornice mlije¢nih proizvoda u prva 2 sata reakcije postignuta je
maksimalna brzina denitrifikacije izmedu 36,2 1 44,1 mg NOx-N/g VSS h. Takoder je
primjeceno nakupljanje nitrita pri najniZzem testiranom omjeru KPK/N 4,3, koje bi vjerojatno
dovelo do inhibicije procesa. Za ovaj izvor ugljika optimalni omjer KPK/N pri kojem se postize
maksimalna brzina denitrifikacije iznosi 4,6. Dodatno, potroS$nja organske tvari bila je sporija
nego pri koriStenju druga dva izvora ugljika. Pokazalo se kako su postignute brzine
denitrifikacije vece od onih dobivenih u drugim studijama koje su koristile metanol kao izvor
ugljika. Medutim, nedostatak koriStenja izvora ugljika bogatih Se¢erom su visoke vrijednosti
koeficijenta iskoriStenja. To zna¢i da se mulj mora CeSce ispuStati iz reaktora, ¢ime se
povecavaju troSkovi upravljanja tim muljem (Fernandez-Nava i sur., 2016).

Czerwionka 1 sur. (2012) su kao moguce alternativne izvore ugljika istrazili nusproizvode
proizvodnje alkohola - fuzilno ulje, sirup 1 otpadnu vodu. Fuzilno je ulje ve¢ istrazeno 1 u vise
studija objavljeno kao uspjesno za poboljSanje procesa denitrifikacije. Pretezno se sastoji od

spojeva nastalih metabolizmom kvasaca u procesu fermentacije, odnosno visih alkohola,
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masnih kiselina, estera te nekih specificnih aldehida. U istrazivanju su uocene brzine
iskoristavanja nitrata sirupa i otpadne vode 3,2-3,3 g N/(kg VSS h) u usporedbi s 1,0 g N/(kg
VSS h) dobivenih za fuzilna ulja iz dvije razliCite destilerije. Zakljuceno je kako su
nusproizvodi destilerije odrzive alternative komercijalnim vanjskim izvorima ugljika, poput
etanola, u svrhu pobolj$anja denitrifikacije u komunalnim uredajima za proc¢is¢avanje otpadnih

voda.

24



3. ZAKLJUCCI

1. Bioloska denitrifikacija je usprkos svojim ograni¢enjima najprikladnija metoda za
uklanjanje hranjivih tvari iz otpadne vode, odnosno za provedbu procesa bioloskog
uklanjanja hranjivih tvari (BNR, engl. Biological Nutrent Removal).

2. Komunalne vode imaju nizak omjer KPK/N koji ¢esto nije ucinkovit za uklanjanje
dusika, stoga je od velike vaznosti dodavanje vanjskog izvora ugljika. Budu¢i da su
potrebne velike koli¢ine, znatan je financijski troSak.

3. Neke otpadne vode prehrambene industrije zbog karakteristika visokih omjera C/N i
visokog sadrzaja lako biorazgradivih organskih frakcija potencijalno ¢ine dobre
kandidate za alternativne izvore ugljika za proces denitrifikacije.

4. lIzvori ugljika koji su lako biorazgradivi rezultirat ¢e ve¢om brzinom reakcije
denitifikacije od tesko biorazgradivih izvora.

5. Broj studija proveden za primjenu mnogih alternativnih izvora ugljika u procesu
denitrifikacije u prakti¢nim postrojenjima za proc¢is§¢avanje otpadnih voda je ogranicen.

6. Otpadne vode od recikliranja otpada od hrane zahvaljujuéi visokim razinama organskog
materijala potencijalno su dobri izvori ugljika za denitrifikaciju. Njihovim koristenjem
koli¢ina organskog otpada bi se mogla smanjiti te posti¢i pretvaranje otpada u resurse.
Potrebna su daljnja istrazivanja, posebice o utjecaju otpadnih voda od recikliranja
otpada od hrane na mikrobioloSku zajednicu heterotrofnih denitrifikatora.

7. Izvor ugljika osim na brzinu i u¢inkovitost denitrifikacije utjece i na mikrobni sastav

biomase.
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