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1. UVOD

Brzom industrijalizacijom i urbanizacijom doSlo je do prekomjerne emisije duSika
proizvodnjom industrijske, komunalne i poljoprivredne otpadne vode, izgaranjem fosilnih goriva
i biomase i upotrebom dusi¢nih gnojiva (Holmes i sur., 2018). Oneciséenje dusikom globalni je
problem koji pridonosi ekoloskim problemima poput eutrofikacije i povecéanja populacije
fitoplanktona, neugodnih mirisa i smanjenja kvalitete povrSinskih i podzemnih voda (Huang i
sur., 2023; Dyagelev i sur., 2019).

Prisutnost nitrata (NO3-N) u pitkoj vodi negativno utjeCe na ljudsko zdravlje. Visoke
koncentracije nitrata u pitkoj vodi pri konzumaciji u dojenadi povecéavaju rizik od
methemoglobinemije te mogu dovesti do probavnih i respiratornih zatajenja. Takoder, nitrate
unesene vodom ljudsko tijelo moze pretvoriti u kancerogene N-nitroso-spojeve (Holmes i sur.,
2018). Prema Direktivi o kvaliteti vode namijenjene za ljudsku potrosnju i Svjetskoj zdravstvenoj
organizaciji koncentracija nitrata u pitkoj vodi ne smije premasiti koncentraciju od 50 mg NOs/L
(Ward i sur., 2018). U mnogim podrucjima koncentracije nitrata u podzemnim i povrsinskim
vodama daleko su iznad granica utvrdenih propisima o pitkoj vodi, a glavni uzrok je prekomjerna
uporaba dusSi¢nih gnojiva u poljoprivredi jer se vidak duSika koji bilike ne apsorbiraju ispire u
podzemne vode u obliku nitrata (Ortmeyer i sur., 2023).

Vodonosnici imaju prirodni kapacitet za razgradnju nitrata zbog svog sastava koji uklju€uje
sulfidne minerale i organski ugljik. Taj kapacitet razgradnje nitrata je ogranic¢en i s vr.emenom
opada zbog Cega se ofekuje dodatan porast koncentracije nitrata i njegov proboj u izvore pitke
vode, a zbog klimatskih promjena oekuje se dodatno smanjenje kvalitete i kvantitete razlicitih
izvora vode (Ortmeyer i sur., 2021).

Uklanjanje dusSika jedan je od glavnih zadataka tijekom obrade vode. Metode obrade
otpadne vode obuhvacaju fizikalno-kemijske i bioloSke metode. U fizikalno-kemijske metode
ubrajaju se ionska izmjena, adsorpcija, kemijsko taloZenje i redoks reakcije, medutim ove
metode imaju nedostatke kao Sto su dugo vrijeme obrade, potreba za velikim povrS§inama
zemljista, velika potroSnja energije te visoki operativni i investicijski troskovi. Nasuprot tome,
ekoloski prihvatljivija metoda je bioloSka denitrifikacija Cije je vrijeme obrade krace, troSkovi
odrzavanja i operacijski troSkovi su maniji, a ucinkovitost denitrifikacije je ve¢a (Huang i sur.,
2023).

Za uklanjanje dusika iz otpadne vode konvencionalnim putem se naj¢esce koristi proces s
aktivnim muljem. BioloSko uklanjanje dusika iz otpadne vode provodi se procesima nitrifikacije
i denitrifikacije, primjenom specifi¢nih skupina mikroorganizama koji sudjeluju u kruzenju dusika
u prirodi i konverziji amonijaka (NHs-N) iz otpadne vode u plinoviti dusik (N2). Nitrifikacija je

aeroban autotrofan proces, a denitrifikacija heterotrofan anoksi¢an proces. Na proces



denitrifikacije utjeCu Cimbenici poput izvora ugljika, pH vrijednosti, temperature, omjera C/N
(ugljik/dusik) i koncentracije otopljenog kisika (engl. Dissolved Oxygen, DO). PodeSavanjem
Cimbenika procesa moze se utjecati na sastav i aktivhost mikroorganizama aktivnog mulja,
aktivnost enzima odgovornih za ciljane bioloSke procese, ucinkovitost i brzinu procesa (Fu i
sur., 2022; Lee i sur., 2018). Denitrifikacija ima vaznu ulogu u uklanjanju fiksiranog dusika iz
ekosustava vracajuc¢i ga u atmosferu u obliku plinovitog dusika (Holmes i sur., 2018). Prilikom
istrazivanja u segmentu bioloSke obrade otpadne vode vodi se racuna o ucCinkovitosti obrade
otpadne vode i o cijeni vodenja i odrZzavanja procesa.

Cilj ovog rada bio je istraziti kako povec¢anje koncentracije elektron akceptora, nitrata i nitrita
(NO2-N) utjeCe na denitrifikaciju, s acetatom kao izvorom ugljika i s mikrobnom kulturom
aktivhog mulja.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. METABOLIZAM DUSIKA

Dusik je bitha komponenta strukture proteina i nukleinskih kiselina svih zZivih stanica, koju
organizmi mogu Koristiti samo kada se nalazi u reaktivnom obliku. Molekularni dusik je inertan
plin koji €ini 78 % zraka u atmosferi, a koji ve€ina organizama ne moZe iskoristiti. Prevodenjem
duSika u reaktivne oblike duSika poput amonijaka, nitrata i nitrita omogucava se koristenje
dusika organizmima. Fiksacija duSika moze biti bioloSka, mikrobna, ne-bioloSka te uzrokovana
antropogenim izvorima. BioloSku fiksaciju duSika provode odredene skupine bakterija i arheja
koje imaju enzimske puteve za pretvorbu elementarnog dusika do amonijaka. Ne-bioloski nacini
fiksacije duSika su izgaranje, spaljivanje biomase i udari munje, dok su antropogeni izvori
fiksacije duSika proizvodnja dusi¢nih gnojiva, izgaranje goriva u automobilima, spaljivanje drvne
biomase ili kréenje Suma i travnjaka za potrebe poljoprivrede (Holmes i sur., 2018).

Dusik se u prirodi mozZe ukljuciti u Sest razli€itih procesa, koji kontroliraju pretvorbu dusika
iz organskog u anorganski oblik i obrnuto i dio su biogeokemijskog ciklusa kruZenja dusika
prikazanog na slici 1. Sest procesa metabolizma dusika su: fiksacija dusika (N, - NHs),
nitrifikacija (NH; - NO; — NO3), denitrifikacija (NO; - NO, - NO - N,0 = N,), anaerobna
oksidacija amonijaka (engl. Anaerobic Ammonium Oxidation, Anammox) (NO; —» NO - N,),

asimilacija (NO; —» NO, — NH3) i amonifikacija (organski dusik — NH3) (Kuypers i sur., 2018).

Fiksacija duSika — 1
Nitrifikacija — 2, 3, 4
Denitrifikacija — 5, 6, 7, 8
Annamox — 6, 9
Asimilacija — 5, 10, 11
Amonifikacija — 12

10
5, 1 _6 77 N,0~8 T voou _
NO:; < NOZ— < NO/ 2 \NZ - NH3 : Orgva.nskl
4 3 I 9 12 dusik
2

Slika 1. Ciklus kruzenja dusika (prema Kuypers i sur., 2018)

Proces disimilacijske redukcije nitrata u amonijak (NO; - NO; — NHS (Holmes i sur.,
2018)) nije uklju¢en u glavni proces pretvorbe dusika zbog manje zastupljenosti u odnosu na

ostalih Sest procesa pretvorbe dusika (Kuypers i sur., 2018). Disimilacijska redukcija nitrata

3



obi¢no se javlja pri niskim koncentracijama kisika, u anoksi¢nim uvjetima, kao zamjena za
aerobnu respiraciju pri ¢emu dolazi do kompeticije za raspoloziv nitrat izmedu amonificirajucih
i denitrificiraju¢ih bakterija (Srinandan i sur., 2012). U uvjetima visokih omjera C/N, visokih
koncentracija sulfida, niskih koncentracija Zeljeza i visokih temperatura, disimilacijska redukcija
nitrata u amonijak prevladava denitrifikaciju te umjesto redukcije nitrata do elementarnog

dusika, dolazi do redukcije nitrata do amonijaka (Holmes i sur., 2018).

2.2. NITRIFIKACIJA | DENITRIFIKACIJA

Proces uklanjanja du$ika iz otpadne vode bioloSkim putem provodi se kombinacijom
procesa nitrifikacije i denitrifikacije (Dyagelev i sur., 2019). Ukoliko se procesi nitrifikacije i
denitrifikacije u€inkovito provode mogucée je postici kvalitetu obradene vode koja vrijednostima
za organske sastojke i sastojke s duSikom zadovoljava za ispust u povrSinske vode, odnosno
u sustav javne odvodnje. Maksimalne dopustene koncentracije organskih sastojaka izrazenih
kao kemijska potro$nja kisika (KPK), biokemijska potroSnja kisika (BPK), ukupnog organskog
ugljika, vrijednosti ukupnog dusika, NHs-N, NO3-N, NO2-N, temperature i vrijednosti pH su
pokazane u tablici 1 (NN 26/2020).

Tablica 1. Grani¢ne vrijednosti emisija oneciS¢ujucih tvari u otpadnim vodama za neke
odabrane pokazatelje (NN 26/2020)

Zabrana | IzraZzeni @ Jedinica PovrSinske Sustav javne odvodnje

Pokazatelji ispustanja kao vode
u
podzemne
vode

FIKIZALNO-KEMIJSKI POKAZATELJI

pH-vrijednost 6,5-9,0 6,5-9,5

Temperatura °C 30 40

ORGANSKI POKAZATELJI

BPKs 02 mg/L 25 sukladno ¢l. 5. ovog
Pravilnika

KPKc, (O]} mg/L 125 sukladno ¢l. 5. ovog
Pravilnika

Ukupni

organski C mg/L 30 -

ugljik (TOC)

ANORGANSKI POKAZATELJI

Ukupni dusik N mg/L 15 sukladno ¢l. 5. ovog
Pravilnika

Amonij N mg/L 10 -



Tablica 1. Grani¢ne vrijednosti emisija oneciS¢ujucih tvari u otpadnim vodama za neke
odabrane pokazatelje (NN 26/2020) - nastavak

Nitriti N mg/L 1 10
Nitrati N mg/L 2 -

Nitrifikacija je aerobni proces oksidacije amonijaka do nitrita (reakcija nitritacije) koji se zatim
oksidira do nitrata (reakcija nitratacije), pri Cemu kao akceptor elektrona u oba koraka sluzi kisik
(jednadzbe 1 i 2) (Dyagelev i sur., 2019).

amonijak oksidirajuce bakterije

NH,* +20, NO,™ + H,0 + 2H* [1]
1 nitrit oksidirajuce bakterije

NO;™ +50, NO5~ [2]

Reakciju oksidacije amonijaka do nitrita provode amonijak oksidirajuce bakterije (AOB), dok
oksidaciju nitrita do nitrata provode nitrit oksidirajuce bakterije (NOB) (Huang i sur., 2023; Ruiz
i sur., 2003). Amonijak oksidiraju¢e bakterije mogu biti autotrofne ili heterotrofne, a osim
amonijak i nitrit oksidiraju¢ih bakterija, u procesu nitrifikacije otpadne vode mogu sudjelovati
amonijak oksidiraju¢e arheje, anaerobne amonijak oksidiraju¢e bakterije i bakterije koje u
potpunosti oksidiraju amonijak do nitrata (engl. Complete Ammonia Oxidizers, Commamox)
(Holmes i sur., 2018). Anaerobne amonijak oksidiraju¢e bakterije oksidiraju amonijak do
elementarnog dusika pritom koriste¢i nitrit kao akceptor elektrona (NO,~ + NH,* - N, +
2H,0) (Holmes i sur., 2018). Primjeri autotrofnih amonijak oksidiraju¢ih bakterija (Guo i sur.,
2013) i kemolitoautotrofnih nitrit oksidirajuéih baterija (Daims i sur., 2016) su prikazani u tablici
2.

Tablica 2. Amonijak oksidiraju¢e bakterije i nitrit oksidirajuce baterije

Amonijak oksidirajuce bakterije Nitrit oksidirajuce baterije
Nitrosomonas Nitrospira
Nitrosospira Nitrospina
Nitrosococcus Nitrococcus
Nitrosolobus Nitrobacter
Nitrosovibrio Nitrotoga

Nitrolancea

Candidatus Nitromaritima



Denitrifikacija je proces redukcije nitrata do plinovitog elementarnog dusika preko niza
reakcija (jednadzba 3, slika 2) (Metcalf & Eddy, 2003; Gerardi, 2002).

NO;~ - NO,~ - NO~ - N,0 - N, [3]

Vanjska membrana

NosZ
s N5,H,0
NO,H,0 2e-
NO, 2H+ | N,O, H,0 N,0, 2H*
z periplazma

| cytbe
\ komplek:

/ QH, Unutarnja membrana

T citoplazma

SANO;, 2H*  NO;7, H0

Slika 2. Denitrifikacijski put koji koristi Pseudomonas aeruginosa PAO1 (prema Holmes i sur.,
2018; Moreno-Vivian i sur., 1999)
NarK — transporter nitrata; NarGHI — nitrat reduktaza; NirS — nitrit reduktaza; Cyt-c551 — citokrom c-551
protein; Cyt-c — citokrom c; Cyt bc kompleks — citokrom bc kompleks; NorBC - dusikov monoksid
reduktaza; NosZ - diduSikov oksid reduktaza

Nitrat se reducira u nitrit (reakcija denitratacije), zatim se nitrit reducira do duSikovog (II)
oksida (NO) (reakcija denitritacije), duSikovog (l) oksida (N20O) te na kraju elementarni dusik pri
¢emu tijekom svake od reakcija dolazi do potro$nje KPK (Ruiz i sur., 2003). Ovaj proces odvija
se u anoksi¢nim uvjetima uz pomo¢ denitrificirajucih bakterija pri €emu je donor elektrona izvor
ugljiika (KPK), a nitrat i nitrit su akceptori elektrona umjesto kisika (Dyagelev i sur., 2019).

Enzimi koji sudjeluju u denitrifikaciji (tablica 3) su nitrat reduktaza (engl. Nitrate Reductase,
Nar) za koju kodiraju nas, nar ili nap geni, nitrit reduktaza (engl. Nitrite Reductase, Nir) za koju
kodira nir gen, dusikov monoksid reduktaza (engl. Nitric Oxide Reductase, Nor) za koju kodira
nor gen i diduSikov oksid reduktaza (engl. Nitrous Oxide Reductase, Nos ili N20OR) za €iju Z
podjedinicu kodira nosZ gen (Wang i sur., 2021).



Tablica 3. Koraci, enzimi i geni u procesu denitrifikacije

Korak denitrifikacije Enzim Gen
NO;~ - NO,~ nitrat reduktaza Nar nas, nar ili nap
NO,” - NO~ nitrit reduktaza, Nir nir
NO~ - N,0 dusSikov monoksid reduktaza, Nor nor
N,O0 - N, didusSikov oksid reduktaza, Nos ili N2OR nosZ

Iz jednadzbi 1 2 je vidljivo da je za potpunu oksidaciju 1 mola amonijaka do nitrata potrebno
2 mola kisika. Zbog ove visoke potrebe za kisikom, aeracija je jedan od glavnih trodkova
procesa nitrifikacije. PotroSnja kisika moze se smanijiti provedbom parcijalne nitrifikacije do
nitrita (jednadzba 1) i postdenitrifikacijom pri Eemu se preskacu reakcije nitratacije i denitratacije

te se smanjuje i potroSnja KPK (Ruiz i sur., 2003).

2.3. CIMBENICI KOJI UTJECU NA PROCES DENITRIFIKACIJE

Na uspjesnost procesa denitrifikacije, brzinu denitrifikacije, uklanjanje nitrata i nakupljanje
meduprodukata utje€u mnogi ¢imbenici (Wang i sur., 2021), koje je potrebno optimirati u svrhu
to vece uginkovitosti. Cimbenici koji utjedu na proces denitrifikacije su prikazani su na slici 3
(Fuisur., 2022; Wang i sur., 2021; Lee i sur., 2018):

Mikrobna populacija
Vrsta i koncentracija denitrificirajucih
izvora ugljika bakterija

Temperatura

~ Omjer KPK/N

pH vrijednost

Denitrifikacija

Koncentracija

otopljenog kisika Hidraulicko vrijeme

zadrzavanja

Slika 3. Cimbenici koji utje¢u na denitrifikaciju (prema Fu i sur., 2022; Wang i sur., 2021; Lee i
sur., 2018)

2.3.1. Izvor ugljika za denitrifikaciju

Kako bi proces bioloSke denitrifikacije neometano tekao potreban je izvor ugljika kao donor
elektrona. Izvori ugljika mogu biti biorazgradivi organski spojevi koji se nalaze u otpadnoj vodi,

unutarstani¢ne zalihe ugljika i vanjski, odnosno egzogeni izvori ugljika (Cherchi i sur., 2009).



Kada je KPK otpadne vode nizak potrebno je dodati egzogeni izvor ugljika, donor elektrona,
kako bi se bi se nitrati/nitriti mogli reducirati do molekularnog dusika. Izbor egzogenog izvora
ugljiika bitan je za denitrifikaciju i utjeCe na brzinu denitrifikacije, proizvodnju i nakupljanje
meduprodukata denitrifikacije, proizvodnju aktivnog mulja i kvalitetu efluenta (Wang i sur., 2021;
Cherchi i sur., 2009).
Egzogeni izvori ugljika dijele se na (Wang i sur., 2021):
e Izvore ugljika u tekucoj fazi
v Komercijalni izvori ugljika — metanol, etanol, acetat, octena kiselina
v Nusprodukti fermentacije otpadne tekucine bogati ugljikom
e Izvore ugljika u ¢vrstoj fazi

v’ Biorazgradivi polimerni izvor ugljika

- Sintetizirani iz biomase - proteini, polisaharidi i polilaktacna
kiselina

- Petrokemijski proizvodi - polikaprolakton, poliglikolna kiselina i
polibuten

— Dobiveni mikrobnom fermentacijom — polihidroksialkanoati (PHA)

poput primjerice polihidroksibutirata
v"lzvori ugljika u évrstoj fazi biomase bogate ugljikom
- Lignoceluloza — drvna biomasa, poljoprivredni otpad (riza,
pSenica, jeCam, kukuruzna slama)
- Razni celulozni otpad — &vrsti komunalni otpad, pulpa i drvni biljni

otpad

Organski izvori ugljika koji se tradicionalno primjenjuju za heterotrofnu denitrifikaciju su
jednostavni spojevi poput acetata, etanola, metanola i glukoze. Ove niskomolekularne
organske spojeve bakterije mogu lako iskoristiti i pridobiti elektrone potrebne za denitrifikaciju
zbog Cega se postize visoka ucinkovitost redukcije nitrata. Acetat se lako moze konvertirati u
acetil Co-A koji onda ulazi u citratni ciklus i elektroni otpusteni tijekom oksido-redukcijskih
reakcija mogu se iskoristiti za denitrifikaciju (Lee i sur., 2018). Lee i sur. (2018) istrazili su utjecaj
6 razlicitih izvora ugljika na proces denitrifikacije, funkcionalne denitrificiraju¢e gene i emisiju
N2O koji nastaje tijekom denitrifikacije. Koristili su izvore ugljika: acetat, propionat, glukoza,
glicerol, etanol i metanol. Potpuna denitrifkacija nitrata do plinovitog elementarnog dusika
dogodila se samo pri koridtenju etanola i metanola kao izvora ugljika, pri ¢emu nisu detektirani
meduprodukti NO2-N i N2O-N. Ucinkovitost uklanjanja nitrata kod preostalih izvora ugljika bila
je najbolja prilikom koriStenja glicerola, zatim propionata, acetata i najmanja u€inkovitost bila je

kod upotrebe glukoze. Stetni N2O-N proizveden je samo prilikom koristenja glicerola kao izvora



ugljika. Metanol se pokazao kao najucinkovitiji izvor ugljika za denitrifikaciju zbog potencijalne
prisutnosti metilotrofnih denitrificirajuéih bakterija u inokulumu koje koriste spojeve s jednim
ugljikom kao izvor supstrata (Lee i sur., 2018).

Ortmeyer i sur. (2021) usporedili su utjecaj Cetiri izvora ugljika (acetat, glukoza, askorbinska
kiselina i etanol) na proces denitrifikacije. Najucinkovitiji izvor ugljika bio je etanol pri 10 °C te
je redukcija nitrata bila visa nego pri sobnoj temperaturi (21,5 °C). Brzine denitrifikacije pri
upotrebi glukoze bile su puno vise pri sobnoj temperaturi, nego pri 10 °C, $to je bio slu€aj i za
acetat. Primjena askorbinske kiseline dovela je do nakupljanja biomase i Cepljenja Sto je
povezano s niskim brzinama reakcija i neu€inkovitom denitrifikacijom, $to se nije dogodilo kod
primjene etanola. Iz tih razloga askorbinska kiselina nije pogodna za obradu voda s visokim
koncentracijama nitrata (Ortmeyer i sur., 2021).

Kemijske karakteristike izvora ugljika povezane su s nainom na koji ga denitrificirajuci
mikroorganizmi koriste, $to moze utjecati na brzinu denitrifikacije (Xu i sur., 2018). Xu i sur.
(2018) istrazili su utjecaj glukoze, natrijevog acetata i PHBV/PLA (poli-(3-hidroksibutirat-ko-3-
hidroksivalerat)/poli-laktat) polimera na proces denitrifikacije. Brzine denitrifikacije bile su vise
kod glukoze i natrijevog acetata, u odnosu na polimer. Acetat se lako ukljuCuje u reakcije
metabolizma mikroorganizama, kao i glukoza, dok je PHBV/PLA polimer, zbog velike
molekulske mase, potrebno razgraditi na jednostavnije spojeve Sto usporava brzinu
denitrifikacije. Visoko-molekularni spojevi poput biorazgradivih polimera prvo se moraju
razgraditi do nisko-molekularnih spojeva, oligomera, dimera i monomera kako bi se mogli
asimilirati i koristiti kao izvor energije, za rast stanica te za primarne i sekundarne metabolite
(Wang i sur., 2021). Primjenom glukoze doslo je do povecéane proizvodnje amonijaka Sto utjeCe
na kvalitetu efluenta. Prisutnost glukoze potiCe rast bakterija koje sadrze enzime za provodenje
disimilacijske redukcije nitrata do amonijaka zbog ¢ega se koncentracija amonijaka u efluentu
povecava (Xu i sur., 2018). U istrazivanju Srinandan i sur. (2012) takoder je doSlo do nakupljanja
amonijaka kada je kao izvor ugljika koridtena glukoza, a doSlo je i do nakupljanja nitrita zbog
rasta nitrat amonificirajucih bakterija.

Mnoga istrazivanja pokazala su da je primjena acetata kao izvora ugljika u razli¢itim
sustavima za obradu otpadnih voda rezultirala viSom brzinom denitrifikacije i boljom
u€inkovito$c¢u uklanjanja dusSikovih spojeva (NOx-N) u odnosu na druge koriStene izvore ugljika

(metanol, etanol, glukoza) (Sun i sur., 2016; Srinandan i sur., 2012; Cherchi i sur., 2009).

2.3.2. pH vrijednost

Vrijednost pH znatno utjeCe na prezivljavanje bakterija i denitrifikaciju. Tijekom
denitrifikacije, u reakciji redukcije nitrita do duSikovog monoksida, nastaju OH™ ioni koji utjecu

na pH vrijednost mijeSane tekucine ako sustav nije puferiran (reakcija 4). Vrijednost pH utjece
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na aktivnost svih enzima pa tako i na Cetiri denitrificirajuée reduktaze (slika 2, tablica 3) koje
sudjeluju u denitrifikaciji te moze doéi do neravnoteze redukcijske kinetike izmedu reduktaza.
Alkalna pH vrijednost inhibira nitrit reduktazu $to dovodi do nakupljanja nitrita. Inhibicija
redukcije nitrita jedan je od nacCina kako bakterije izbjegavaju daljnji porast pH vrijednosti. Za
vec¢inu denitrificirajuéih bakterija optimalna pH vrijednost nalazi se u rasponu od 7,5 do 9,5, a
odstupanje pH vrijednosti od tog raspona rezultira usporavanjem denitrifikacijske aktivnosti i
nakupljanjem nitrita. Osim jako kiselih ili luznatih uvjeta, na bakterijsku aktivnost i aktivnost
enzima utjeCe prisutnost slobodne nitritne kiseline (HNO2) (engl. Free Nitrous Acid, FNA)
(Albina i sur., 2019). Slobodna nitritna kiselina je protonirani oblik nitrita (Zhao i sur., 2015),

citotoksi¢na je i lako prolazi kroz bakterijske membrane (Hartop i sur., 2017).

CH,COOH + NO; +2H,0 — 2CO0, + 16 NO + 8 OH™ [4]

Tijekom heterotrofne denitrifikacije pH vrijednost opada, zatim raste te se na kraju procesa
stabilizira. Do fluktuacije pH dolazi zbog razgradnje izvora ugljika do organskih kiselina, u
pocCetnoj fazi procesa, koje denitrificiraju¢e bakterije naknadno koriste za redukciju nitrata, pri
¢emu se stvara luZznato podrucje, te se na kraju postize stabilno stanje. Ukoliko se kao izvor
ugljika u denitrifikaciji koristi niskomolekularan i jednostavan spoj poput acetata, izostaje korak
razgradnje organskih sastojaka pa tako i pad pH vrijednosti, a acetat izravno ulazi u proces
denitrifikacije i odmah je vidljiv porast vrijednosti pH (Xu i sur., 2019).

Saleh-Lakha i sur. (2009) proucavali su utjecaj pH vrijednosti na denitrifikaciju kod bakterije
Pseudomonas mandelii. Pri pH vrijednosti 5 denitirifikacijska aktivnost bila je zanemariva zbog
niske ekspresije denitrifikacijskih gena, dok je ekspresija gena pri pH vrijednostima 6, 7 i 8 bila
konstantna i nije se mijenjala poveéanjem pH, ali je aktivhost enzima varirala. Brzina
denitrifikacije je bila najbolja pri pH 7 i 8, nakupljanje nitrita bilo je smanjeno. Smanjenje ili
povecanje pH vrijednosti izvan optimalnog raspona rezultiralo je smanjenom brzinom
denitrifikacije i nakupljanjem meduprodukata denitrifikacije (Saleh-Lakha i sur., 2009).

Glass i Silverstein (1998) takoder su uodili da pri nizim pH vrijednostima (6,5 i 7,0) dolazi
do znacajne inhibicije denitrifikacije te su vrijednosti brzine redukcije nitrata i nitrita beznac¢ajne
Sto je povezano s toksi¢noScéu nitrita pri gotovo neutralnom pH. S druge strane, pri viSim pH
vrijednostima (7,5, 8,5 i 9,0) nije doslo do inhibicije denitrifikacije, ali je doslo do nakupljanja
nitrita zbog kompeticije za elektrone izmedu nitrat i nitrit reduktaze koja je izrazenija pri viSim
pH vrijednostima. Redukcija nitrita uinkovitija je nakon potpune potro$nje nitrata jer nema vise

kompeticije za elektrone (Glass i Silverstein, 1998).
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2.3.3. Temperatura

Optimalna temperatura za provodenje procesa denitrifikacije je u rasponu od 20 °C do 30
°C (Lu i sur., 2014). Povec¢anjem temperature dolazi do povecanja brzine denitrifikacije. Pri
nizim temperaturama (15 °C) brzina i u€inkovitost redukcije nitrata su niZze, dok optimalna
temperatura (25-35 °C) poboljSava redukciju nitrata, ali takoder dovodi do povecanja
nakupljanja nitrita i diduSikovog oksida (Lee i sur., 2018).

Saleh-Lakha i sur. (2009) proucavali su utjecaj temperature na denitrifikaciju kod bakterije
Pseudomonas mandelii. Pri temperaturi od 10 °C ekspresija denitrificiraju¢ih gena bila je
usporena rezultirajuci usporenom redukcijom nitrata i nakupljanjem nitrita. Pri vioj temperaturi,
20 °C i 30 °C, enzimska aktivnost bila je ve¢a §to je dovelo do brzeg iskoriStenja nitrata i vise
brzine denitrifikacije. Nize temperature rezultirale su nizim brzinama enzimskih reakcija sto je
utjecalo na brzinu rasta i metabolizam bakterija (Saleh-Lakha i sur., 2009).

Optimalna temperatura razlikuje se ovisno o izvoru ugljika i ovisi o sastavu bakterijske
zajednice koja katalizira bioloSku denitrifikaciju, a Ciji sastav ovisi o0 odabranom izvoru ugljika
(Ortmeyer i sur., 2023; Ortmeyer i sur., 2021).

2.3.4. Omjer KPK/N (C/N)

Omijer C/N definiran je omjerom mase dostupnog izvora ugljika i mase duSikovih spojeva
koji se reduciraju te je za potpunu denitrifikaciju potrebno osigurati odgovarajucu koli€inu izvora
ugljika kao donora elektrona (Krishna Mohan i sur., 2016). Kako bi se rast i metabolizam
mikroorganizama nesmetano odvijao bitni su ugljik i duSik pri E¢emu ugljik sluzi kao gradevna
jedinica i izvor energije, dok du$ik sudjeluje u sintezi aminokiselina, proteina i nukleinskih
kiselina (Xi i sur., 2022). Prekomjerna koli€ina izvora ugljika uzrokuje gubitak skupih izvora
elektrona i sekundarno oneciséenje, odnosno povecanje KPK u efluentu, dok nedovoljna
koli¢ina donora elektrona uzrokuje nepotpunu denitrifikaciju i nakupljanje meduprodukata
denitrifikacije (Wang i sur., 2021; Krishna Mohan i sur., 2016).

Chen i sur. (2023) zamijetili su kako visoki KPK/NOs-N omjer (4, 5, 6) (prekomjerna
koncentracija izvora ugljika) poti€e rast potpunih denitrifikanata smanjujuci nakupljanje nitrita i
povecavajuci emisiju N2O. S druge strane, niski KPK/NOs-N omjer (1, 2 i 3) rezultirao je niskom
u€inkovito$c¢u denitrifikacije (54,45 %) i pove¢anom koncentracijom nitrata u efluentu (do 200
mg NOs-N/L) zbog nedostatne koncentracije izvora ugljika. Lee i sur. (2018) su pokazali da pri
C/N omijeru 0, nije dosSlo do redukcije nitrata zbog nedostatka donora elektrona, pri C/N
omjerima 1,28 i 2,57 doslo je do nakupljanja N2O zbog ograni€ene opskrbe elektronima te je
pri C/N omjerima 5,14 i 12,85 doslo do potpune denitrifikacije. Za promatranje utjecaja C/N

omjera, kao izvor ugljika koristen je natrijev acetat. Pri C/N omjerima nizim od 2,5 moze doci
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do nakupljanja nitrita ili N2O tijekom denitrifikacije zbog kompeticije za elektrone izmedu reakcija

redukcije nitrata i nitrita (Lee i sur., 2018).

2.3.5. Koncentracija otopljenog kisika

Koncentracija otoplienog kisika bitan je €imbenik u procesu denitrifikacije jer prisutnost
kisika inhibira reakcije denitrifikacije. Bakterije koje provode denitrifikaciju takoder mogu
provoditi aerobnu respiraciju te radije koriste kisik kada je dostupan. Aerobna respiracija je
ucinkovitija te ¢e ju zbog toga bakterije preferirati u donosu na denitrifikaciju (Dyagelev i sur.,
2019; Zhang i Zhang, 2018)

Jedan od glavnih problema procesa denitrifikacije na uredajima za bioloSku obradu otpadnih
voda je osiguravanje striktno anoksi¢nih uvjeta (potpuno odsustvo otopljenog kisika) u zoni
denitrifikacije. Otopljeni kisik najéeS¢e ulazi u anoksi¢nu zonu recikliranjem aktivhog mulja te
¢e dio organskih spojeva koji ulaze u anoksi¢nu zonu biti oksidirani otopljenim kisikom, a
najprije ¢e se oksidirati lako oksidirajuce tvari (Dyagelev i sur., 2019).

Uklanjanje kisika predtretmanima predstavlja dodatan troSak. Zhang i Zhang (2018), u
pokuSaju nalaska rjeSenja za problem dodatnih troSkova, istrazili su utjecaj biorazgradive
plastike kao izvora ugljika pri anoksi¢nim uvjetima i uvjetima niske koncentracije kisika na
proces denitrifikacije i otkrili da su navedeni uvjeti kisika povoljni za denitrifikaciju te da niska
koncentracija otopljenog kisika nije limitirala proces denitrifikacije. lako je tijekom
eksperimenata doslo do naglog nakupljanja nitrita, do kraja eksperimenta njihova koncentracija
se u potpunosti smanijila te nisu detektirani po zavrSetku eksperimenta. Zhang i Zhang (2018)
takoder su zakljucili kako bi se predobrada otpadne vode mogla izbjeci uporabom biorazgradive

plastike kao izvora ugljika te kako bi se time smanijili troSkovi predobrade.

2.3.6. Hidraulicko vrijeme zadrZavanja

Hidrauli¢ko vrijeme zadrzavanja (engl. Hydraulic Retention Time, HRT) je potrebno vrijeme
kontakta izmedu biomase (denitrificirajucih bakterija) i supstrata (nitrata) prisutnog u otpadnoj
vodi (Guo i sur., 2017). HRT izravno je povezan s u€inkovito§¢u uklanjanja nitrata zbog ¢ega je
potrebno odrediti odgovarajucu HRT vrijednost. Smanjenje HRT do odredene vrijednosti dovodi
do povecanja koncentracije nitrata i nitrita u efluentu zbog nepotpune redukcije. Suprotno tome,
povecanje HRT vrijednosti potiCe denitrificirajuc¢e bakterije na u€inkovitiju razgradnju organskih
spojeva $to povecava brzinu uklanjanja nitrata zbog dovoljnog vremena kontakta izmedu
denitrificiraju¢ih bakterija i otpadne vode, ali istodobno dovodi do poveéanja koncentracije

otoplienog organskog ugljika i amonijevih soli u efluentu (Fu i sur., 2022; Guo i sur., 2017).
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2.3.7. Denitrificiraju¢e bakterije

Razni mikroorganizmi sposobni su provoditi heterotrofnu denitrifikaciju, a to su bakterije
(Devol, 2015), arheje (Zumft, 1997) i protisti (Risgaard-Petersen i sur., 2006), ali redukciju
nitrata primarno provode bakterije (Lu i sur., 2014). Denitrificirajuce bakterije su heterotrofni
fakultativni anaerobi koje preferiraju aerobnu respiraciju, ali u uvjetima smanjene koncentracije
otopljenog kisika ili potpune odsutnosti kisika i u prisutnosti organskog supstrata provode
proces denitrifikacije te je u tom slu€aju kisik inhibitor procesa denitrifikacije (Ortmeyer i sur.,
2021; Dyagelev i sur.,, 2019). Nemaju sve denitrificirajuce bakterije sposobnost potpune
denitrifikacije nitrata do elementarnog dusika jer im nedostaju nirS, norB ili nosZ geni Koji
kodiraju za nitrit, duSikov monoksid i diduSikov oksid reduktaze (slika 2, tablica 3) te ne moze
doci do redukcije nitrita do NO, NO do N2O, ni NoO do N2. Tijekom procesa uklanjanja dusika
iz otpadne vode potpuna denitrifikacija provodi se suradnjom razli€itih denitrificiraju¢ih bakterija
prisutnih u mikrobnoj kulturi aktivnog mulja (Han i sur., 2020; Holmes i sur., 2018). Podjela

denitrificiraju¢ih bakterija je prikazana u tablici 4 (Chen i sur., 2023; Drysdale i sur., 2001).

Tablica 4. Podjela denitrificirajuéih bakterija (Chen i sur., 2023; Drysdale i sur., 2001)

Vrsta denitrificirajucih bakterija Korak denitrifikacije koji provode

Potpuni denitrifikanti baterije koje reduciraju NOz—N i NO>—N do Nz

Nepotpuni denitrifikanti bakterije koje mogu samo reducirati NOs—N do
NO2>—N

Nepotpuni nitrit reducirajuci denitrifikanti = bakterije koje mogu reducirati NOs—N do NO2>—N,
ali reakcija je inhibirana supstratom (NOs—N)

Isklju€ivi nitrit reducirajuéi denitrifikanti = bakterije koje mogu reducirati samo NO—N

Nedenitrifikanti bakterije koje ne mogu reducirati ni NOs—N ni
NO2>-N

Identifikacija i analiza razli¢itih populacija denitrificiraju¢ih bakterija pomazu u shvacéanju
strukture mikrobne zajednice, funkcionalnih gena i prilagodljivosti zajednice okoliSu u kojem se
nalazi. Molekularna metoda genskog sekvencioniranja koristi se za taksonomsku identifikaciju
i proutavanje filogenetske strukture zajednica denitrificirajuih bakterija pri ¢emu se kao
filogeneticki i funkcionalni biomarkeri koriste 16S rRNA geni ili geni koji kodiraju za
denitrifikacijske reduktaze. Neke od molekularnih metoda koje se takoder koriste za analizu
strukture mikrobne zajednice i njenog denitrificiraju¢eg potencijala su denaturiraju¢a gel
elektroforeza, polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata, fluorescentna in situ hibridizacija

i sondiranje DNA stabilnim izotopima (Lu i sur., 2014). Zahvaljujué¢i molekularnim metodama
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identificirane su mnoge vrste denitrificiraju¢ih bakterija, a neke od denitrificirajuéih bakterija
spadaju u slijede¢e rodove: Achromobacter, Acinetobacter, Aeromonas, Agrobacterium,
Alcaligenes, Aquaspirillum,  Azoarcus,  Azospirillum, Bacillus, Corynebacterium,
Dechloromonas, Enterobacter, Escherichia, Hyphomicrobium, Klebsiella, Methylomonas,
Moraxella, Paracoccus, Pasteurella, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodanobacter,
Rhodopseudomonas, Salmonella, Serratia, Spirillum, Thauera, Thiobacillus i Xanthomonas
(Holmes i sur., 2018).

Sastav mikrobne zajednice aktivnog mulja koji se koristi za proces denitrifikacije ovisi o
izvoru ugljika, temperaturi, pH vrijednosti, koncentraciji otopljenog kisika i meduproduktima
denitrifikacije (Miao i sur., 2017; Lu i sur., 2014). Prilikom koriStenja metanola kao izvora ugljika
detektirane su bakterije rodova Hyphomicrobium i Paracoccus kao dominantni rodovi, dok je
prilikom koriStenja acetata dominantni rod denitrificiraju¢ih bakterija bio Halomonas (Lee i sur.,
2018).

Xu i sur. (2018) detektirali su bakterije koljena Proteobacteria koje su bile dominantne kada
su koristili PHBV/PLA polimer, glukozu i acetat ako izvore ugljika. U prisutnosti acetata
najzastupljenije su bile denitrificiraju¢e bakterije, pretezno roda Thauera. Sustavi u kojima su
koristeni glukoza i PHBV/PLA polimer poticali su rast hidrolizirajucih i fermentativnih bakterija
koje imaju metabolicke puteve bithe za razgradnju organskih tvari visoke molekulske mase.
Prisutnost glukoze poticao je i rast bakterija koje provode disimilacijsku redukciju nitrata u
amonijak, zbog ¢ega je bila poveéana proizvodnja amonijaka.

Prilikom koriStenja acetata kao izvora ugljika identificirane su bakterije koljena
Proteobacteria (B-Proteobacteria), Bacteroidetes i Firmicutes bile su dominantne, kao i rodovi
Thauera, Pauldibacter i Pseudomonas (Miao i sur., 2017; Sun i sur., 2016; Srinandan i sur.,
2012).

2.4. NAKUPLJANJE MEDUPRODUKATA DENITRIFIKACIJE

Tijekom procesa denitrifikacije nastaju meduprodukti dusikov monoksid (NO) i didusikov
oksid (N20), bezbojni, toksi¢ni plinovi koji pridonose efektu staklenika, pri Eemu je N-O 300 puta
jaci od ugljikovog dioksida (CO;) (Wang i sur., 2021; Wu i sur., 2014). Uzroci antropogene
emisije N2O su poljoprivreda, izgaranje fosilnih goriva, upravljanje stajskim gnojem i procesi
obrade otpadne vode, odnosno denitrifikacija (Lee i sur., 2018). NO je citotoksin koji negativno
utjeCe na metabolizam mnogih prokariota i eukariota (Wang i sur., 2016) te pridonosi i
unistavanju ozonskog omotaca (Lu i Chandran, 2010).

Nakupljanje N2O u procesu denitrifikacije ovisi i o vrsti i koncentraciji izvora ugljika, po¢etnoj
koncentraciji nitrata, C/N omjeru, koncentraciji otopljenog kisika, temperaturi i pH vrijednosti
(Lee i sur., 2018; Wu i sur., 2014).

14



Reakcije denitrifikacije odvijaju se paralelno (jednadzba 3), a nakupljanje razlicitih
meduprodukata ovisi o kompeticiji za elektrone koja rezultira razliitom distribucijom elektrona
izmedu reduktaza (Wang i sur., 2021). Za bioloSku denitrifikaciju potrebni su donori elektrona
kako bi se nitrat mogao reducirati do molekularnog dusika zbog ¢ega denitrificirajué¢e bakterije
metaboliziraju izvore ugljika pri ¢emu se proizvodi NADH (nikotinamid adenin dinukleotid).
Putem transportnog lanca elektrona NADH predaje svoje elektrone do odgovarajucih reduktaza
(slika 2) koje sudjeluju u procesu denitrifikacije (Wang i sur., 2021). Smanjenjem omjera C/N
(C/N omjer 2,57 i 1,28) dolazi po povec¢anja emisije N-O zbog ograni¢ene dostupnosti
organskog ugljika, nema donora elektrona i kompeticija za elektrone je izraZzenija (Lee i sur.,
2018).

Wou i sur. (2014) uodili su da je emisija N2O tijekom endogene denitrifikacije bila puno manja
kada je kao akceptor elektrona koristen NO3;™-N te je iznosila 0,8 %, u odnosu na NO>™-N kada
je emisija bila znatno veca i iznosila 11,8 %. Kao organski izvor ugljika Koristili su acetat i
metanol pri ¢emu je prilikom koridtenja acetata kao izvora ugljika doslo do nakupljanja visoke
koncentracije nitrita. Nitriti inhibiraju aktivnost diduSik oksid reduktaze tijekom denitrifikacije pri
¢emu dolazi do nakupljanja didusikovog oksida i njegove emisije (Wu i sur., 2014; Alinsafi i sur.,
2008). Osim nitrita, kisik ima velik utjecaj na inhibiciju aktivnosti didusik oksid reduktaze (Alinsafi
i sur., 2008).

Neki denitrificirajuéi mikroorganizmi imaju sve potrebne gene koji kodiraju za enzime za
redukciju nitrata do molekularnog dusika, dok drugim mikroorganizmima nedostaju odredeni
geni zbog ¢ega dolazi do nakupljanja meduprodukata. Zbog toga nakupljanje meduprodukata i
brzina razgradnje istih ovisi o razvijenoj mikrobnoj kulturi koja se koristi u procesu denitrifikacije
(Han i sur., 2020).

Wang i sur. (2019) proucavali su utjecaj KPK/N omjera i pocetne vrijednosti pH na
nakupljanje NO i N20. Nakupljanje NO uvelike je ovisilo o omjeru KPK/N pri ¢emu se
povecanjem KPK/N omjera do vrijednosti 6 povecéalo nakupljanje NO do maksimalne vrijednosti
od 0,665 mg/L zbog vecée brzine redukcije nitrata. S druge strane, pri nizim omjerima KPK/N
(KPK/N 1), nedostatak donora elektrona smanjuje brzinu redukcije nitrata i dolazi do manjeg
nakupljanja NO pri ¢emu je maksimalna koncentracija NO iznosila 0,140 mg/L. Nakupljanje
N20 ovisi o kompeticiji elektrona izmedu denitrifikacijskih reduktaza. Kompeticija za elektrone
je pojacana pri niskim KPK/N (KPK/N 1) omjerima zbog sporije opskrbe elektronima Sto
pridonosi nakupljanju N2O jer diduSikov oksid reduktaza (Nos) ima maniji afinitet za elektrone u
odnosu na nitrat i nitrit reduktaze. Najveci elektronski afinitet ima nitrat reduktaza (Nar), zatim
nitrit reduktaza (Nir), a najmanji diduSikov oksid reduktaza (Nos) (Han i sur., 2020).

Wang i sur. (2019) uodili su kako se nakupljanje N>O odvija u dvije faze: egzogena i

endogena denitrifikacija. Tijekom egzogene denitrifikacije dostupan je vanjski izvor ugljika sto
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ubrzava denitrifikaciju i nakupljanje N2O, dok tijekom endogene denitrifikacije nema vanjskog
izvora ugljika, ve¢ denitrificiraju¢i mikroorganizmi koriste unutarstani¢ne izvore ugljika, odnosno
polimere. Tijekom endogene denitrifikacije redukcija N2O je sporija, ali dolazi do veceg
nakupljanja zbog koristenja unutarstani¢nog polimera kao donora elektrona &ija razgradnja je
sporija od razgradnje vanjskih izvora ugljika.

Nakupljanje NO i N2O smanjuje se povecanjem pocetne vrijednosti pH tijekom procesa
denitrifikacije. Pri pH vrijednosti 6 dolazi do znacajnog nakupljanja NO zbog prisutnosti
slobodne nitritne kiseline koja u visokim koncentracijama inhibira duSikov monoksid reduktazu
(Nor) i time usporavajuci redukciju NO §to rezultira njegovim nakupljanjem. Nagli porast
koncentracije NO pri niskom pH moze biti povezan i s deprotonacijom HNO2, ne samo s
nakupljanjem zbog inhibitornog djelovanja visoke koncentracije HNO.. Kada koncentracija NO
poraste ona mozZe djelovati inhibiraju¢e na Nor i Nos reduktaze i time produZujuci nakupljanje
NO. Smanjenjem koncentracije NO, putem emisije ili potencijalne dismutacije NO, pri ¢emu se
NO razgraduje na N2 i O, inhibicijsko djelovanje na reduktaze se smanjuje i denitrifikacija se
nastavlja (Wang i sur., 2019).

Niske vrijednosti pH, ispod pH 6, inhibiraju aktivnost Nos reduktaze zbog ¢ega dolazi do
nakupljanja N2O, dok se povecanjem pH inhibicijski u¢inak smanjuje (Wang i sur., 2019). Osim
inhibicijskog djelovanja, pH utjeCe i na brzinu oksidacije ugljika tijekom denitrifikacije. Niski pH
usporava brzinu oksidacije ugljika ¢ime se poja¢ava kompeticija za elektrone izmedu reduktaza
(Nar, Nir, Nor i Nos). S obzirom na to da Nos ima najmaniji afinitet za elektrone doci ¢e do
nakupljanja N2O. Aktivnost Nos enzima takoder inhibiraju poveéane koncentracije NO i HNO-

Sto pridonosi dodatnom nakupljanju N2O (Wang i sur., 2019).

2.5. NOVE METODE BIOLOSKE DENITRIFIKACIJE

Huang i sur. (2023) opisuju nove tehnologije denitrifikacije kao $to su skracena nitrifikacija
denitrifikacija (engl. Short-cut Nitrification Denitrification, SCND), anaerobna oksidacija
amonijaka, istovremena nitrifikacija i denitrifikacija te heterotrofna nitrifikacija — aerobna
denitrifikacija.

SCND tehnologija temelji se na oksidaciji amonijaka u nitrit i redukciji nitrita u elementarni
dusik procesom denitrifikacije. Prvi korak je regulacija procesa nitrifikacije kako bi proces stao
nakon nitritacije, odnosno inhibicija oksidacije nitrita do nitrata, to se postize regulacijom
koncentracije otopljenog kisika i vrijednosti pH kako bi se akumulirale i namnozile amonijak
oksidiraju¢e bakterije i isprale/inhibirale nitrit oksidiraju¢e bakterije. Tim korakom se ostvaruje
usteda na potrebnoj koli€ini kisika.

Anaerobnu oksidaciju amonijaka provode anaerobne amonijak oksidirajuce bakterije pri

¢emu amonijak prevode od elementarnog dusika koristeéi nitrite kao akceptore elektrona
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(Kuenen, 2008). Zbog potrebnih strikino anaerobnih uvjeta smanjena je potreba za kisikom,
time i potro$nja energije, a zbog autotrofnosti procesa nije potrebno dodavati izvore ugljika sto
¢ini ovu metodu prikladnom za denitrifikaciju otpadne vode s niskim C/N omjerom (Chini i sur.,
2019).

Istovremena nitrifikacija i denitrifikacija uklju€uju odvijanje dvaju procesa u istom vremenu i
prostoru ¢ime se smanijuje potreban volumen reaktora (Masoudi i sur., 2018), kao i potreba za
aeracijom i dodatkom izvora ugljika, a pH stabilnost procesa pridonosi smanjenju troSkova
buduci da se tijekom procesa nitrifikacije nakupljaju vodikovi ioni koji snizavaju vrijednost pH
mijeSane tekucine, a tijekom denitrifikacije dolazi do obnove puferskog kapaciteta (Huang i sur.,
2023).

Heterotrofna nitrifikacija — aerobna denitrifikacija je metoda koja se temelji na primjeni
bakterija koje imaju sposobnost provodenja heterotrofne aerobne nitrifikacije i denitrifikacije
zbog ¢ega mogu iskoristiti izvore ugljika za pretvorbu amonijaka, nitrata i nitrita do organskog
ili elementarnog dusika (Huang i sur., 2023). Heterotrofni mikroorganizmi koji se koriste u ovoj
metodi imaju visoku brzinu rasta i bolje sposobnosti denitrifikacije (Zhang i sur., 2019a; Zhang
i sur.,, 2019b), ali proces zahtijeva viSe koncentracije izvora ugljika i viSu brzinu aeracije u
odnosu na tradicionalnu bioloSku denitrifikaciju zbog ¢ega je ova metoda prikladna za

denitrifikaciju otpadne vode s visokim C/N omjerom (Huang i sur., 2021; Chen i sur., 2014).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. AKTIVNI MULJ AKLIMATIZIRAN NA NO3-N | NO2-N KAO AKCEPTORE
ELEKTRONA

Aktivni mulj koristen u pokusima denitrifikacije je podrijetlom s lokalnog uredaja za bioloSku
obradu otpadne vode grada, uzet iz aerobnog bazena. Aktivni mulj je u roditeljskom reaktoru
tijekom 6 mjeseci aklimatiziran na sintetsku otpadnu vodu s acetatom kao izvorom ugljika i
nitrate, odnosno nitrite kao akceptore elektrona. Aklimatizacija se provodila naizmjeni¢nim
pokusima aerobne nitrifikacije s kontrolom vrijednosti pH na 7,2, odnosno na 8,0 (slika 4), i

anoksi¢ne denitrifikacije.

Slika 4. Vodenje procesa nitrifikacije s kontrolom pH vrijednosti na 7,2, odnosno na 8,0
pomoc¢u 2 M NaOH
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Volumen aktivhog mulja tijekom 30 minuta talozenja je iznosio 230 mL/L (slika 5).

\/‘\— - al

1000 -1
ml In 2

4

Slika 5. Talozivost mikrobne kulture aktivnog mulja koriStene u pokusima denitrifikacije

Tijekom perioda aklimatizacije hamnozene su mikrobne vrste mikroorganizama odgovore
za procese nitrifikacije, odnosno denitrifikacije (slika 6). Takoder, mikroorganizmi su se
postepeno aklimatizirali na nitrate, odnosno nitrite kao akceptore elektrona. Pokusi su
provedeni s 1,8 £ 0,2 g MLSS/L. Veli¢ina MLSS (engl. Mixed Liquor Suspended Solids, hrv.
suspendirane Cestice mijeSane tekucine) se uobiCajeno koristi za odredivanje koncentracije

aktivhog mulja.
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Slika 6. Mikroskopski prikaz kulture aktivnog mulja koriStene u pokusima denitrifikacije,
povecanje 100 puta, slikano svjetlosnim mikroskopom (Carl Zeiss Jena, Njemacka; Meiji,
Japan)

3.2. SINTETSKA OTPADNA VODA

Pokusi denitrifikacije su provedeni sa sintetskom otpadnom vodom. Kao izvor ugljika
koristen je natrijev acetat (p.a., Merck, Njemacka) dodan na pocetku pokusa u jednom pulsu
da bi se postigao omjer KPK/N 10. U pokusima s nitratom kao akceptorom elektrona dodana je
otopina KNOs (p.a., Merck, Njemacka), koja je priredena otapanjem soli KNOs u destiliranoj
vodi u koncentraciji 500 mg NOs-N/L, na poCetku pokusa u jednom pulsu za postizanje Zeljene
pocetne koncentracije NO3-N (20 £ 3 mg NOs-N/L, 40 £ 3 mg NOs-N/L i 60 £ 3 mg NOs-N/L). U
pokusima s nitritom kao akceptorom elektrona je dodana odgovarajuca koli¢ina otopine NaNO
(p.a., Merck, Njemacka), priredena otapanjem soli NaNO; u destiliranoj vodi u koncentraciji 500
mg NO2-N/L, za postizanje zeljene poCetne koncentracije NO2-N (20 £ 3 mg NO2-N/L, 40 + 3
mg NO2-N/L i 60 = 3 mg NO2-N/L).

3.3. ORGANIZACIJA POKUSA DENITRIFIKACIJE

Pokusi denitrifikacije su provedeni s biomasom iz roditeljskog bioreaktora koja je bila
aklimatizirana na nitrit, odnosno nitrat kao akceptor elektrona. Pokusi su provedeni kao Sarzni
u staklenim ¢asama volumena 800 mL, radnog volumena 600 mL (slika 7). Cae su bile
postavljene na magnetske mijeSalice (Thermo Scientific, Super-Nuova, Svicarska) pri 200
okretaja u minuti. Tijekom pokusa motrene su vrijednosti pH, koncentracije otopljenog kisika i
temperature (WTW FDO 925 i SenTix 940-3; Multi 3420 SET KS1, Njemacka). Anoksicni uvjeti
i kontakt mikroorganizama aktivnog mulja i sintetske vode su osigurani mijeSanjem mijeSane

tekucine na magnetskoj mijesalici, pri ¢emu je koncentracija otopljenog kisika pracena i tijekom
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pokusa je bila = 0,2 mg DO/L. Tijekom provodenja pokusa prevladavala je sobna temperatura.

Pokusi su provedeni u tri ponavljanja pri ¢emu prikazani rezultati predstavljaju srednju

vrijednost + standardna devijacija. Opis provedenih pokusa je prikazan u tablici 5. Provedene

su dvije serije pokusa: (i) denitrifikacija s NOs-N kao akceptorom elektrona; i (ii) denitrifikacija s

NO2-N kao akceptorom elektrona.

Slika 7. Aparatura koriStena za Sarzne pokuse denitrifikacije

Tablica 5. Shema pokusa denitrifikacije

Omjer Koncentracija Pocetna Omjer Koncentracija Pocetna

KPK/N mikrobne biomase, koncentracija | KPK/N mikrobne biomase, koncentracija
g MLSS/L NOz-N, mg/L g MLSS/L NO2-N, mg/L

10 1,8+£0,2 20+3 10 1,8+0,2 20+3

10 1,8+0,2 40+ 3 10 1,8+0,2 40+ 3

10 1,8+0,2 60 +3 10 1,8+0,2 60 +3
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3.4. ANALITICKE METODE

Za vrijeme pokusa periodi€no su uzimani uzorci mijeSane tekuéine za odredivanje
koncentracije MLSS, KPK, NOs-N i NO2-N, pri ¢emu su svi uzorci, osim uzorka za odredivanje
MLSS, filtrirani kroz grubi filter papir veli€ine pora 0,45 um (slika 8). Takoder, pracene su
temperatura, koncentracija otopljenog kisika (WTW FDO 925; Multi 3420 SET KS1, Njemacka)
i vrijednost pH (SenTix 940-3; Multi 3420 SET KS1, Njemacka) u mijeSanoj tekucini.

L | 4 -_— o ——
P WY e = 0 .

Slika 8. Filtracija uzorka za analizu KPK, NO3-N, NO2-N i PO4-P

3.4.1. Odredivanje MLSS

MLSS je nacin izrazavanja koncentracije aktivnog mulja, a odreduje se izraCunom razlike
mase filter papira s talogom aktivnog mulja i mase Cistog suhog filter papira, pri ¢emu su oba
filter papira suSena u susSioniku (Instrumentaria ST-05) do konstante mase pri 105 °C.

Postupak odredivanja koncentracije aktivnog mulja provodi se na nacin da se uzme poznati
volumen homogene suspenzije aktivnog mulja te se filtrira kroz Cisti, osuSeni, prethodno
izvagani filter papir. Filter papir s uzorkom zatim se susi na 105 °C do konstante mase te se
stavlja u eksikator na hladenje. Ohladeni, suhi filter papir s uzorkom se vaze te se koncentracija
aktivnog mulja, izrazena u g/L, izraCuna dijeljenjem razlike mase suhog filter papira s uzorkom
i mase Cistog, suhog filter papira, s volumenom uzete suspenzije aktivnog mulja (jednadzba 5).
Mom=—m

mLss 4] =

Z ~ mLuzorka

x 1000 (5]
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pri ¢emu je mom masa osusenog filter papira s uzorkom aktivhog mulja (g), m: masa cistog,

osusenog filter papira (g) i mL uzorka volumen suspenzije aktivnog mulja.

Pribor:

Pipeta

Lijevak

Casica

OsuSeni i izvagani filter papir
Susionik

Eksikator

3.4.2. Odredivanje kemijske potro$nje kisika (KPK)

Kemijska potrodnja kisika predstavlja koncentraciju organskih sastojaka i odredivana je
titrimetrijski prema Standardnim Metodama (APHA, 2005), prema metodi 5220C (Closed
Reflux, Titrimetric method).

Odredivanje KPK provodi se tako da se uzorak spaljuje u kiseloj sredini, pri Eemu se kao
katalizator koristi srebro sulfat (Ag2SO4, p.a., Merck, Njemacka) te se za sprjeCavanje
interferencije odredenih anorganskih spojeva, kao Sto su kloridi, dodaje Zivin sulfat (HgSOs,
p.a., Merck, Njemacka). SuviSak kalijeva bikromata (K2Cr.Oy7, p.a., Merck, Njemacka) titrira se
otopinom feroamonijevog sulfata ((NHs)2Fe(SO4)2x6H20, Kemika), FAS, uz dodatak feroina

(1,10-fenantrolinij-klorid monohidrat, Kemika) kao indikatora, prema jednadzbi 6.

6Fe?t + Cr,0,% + 14H* — 6Fe3* + 2Cr3* + 7H,0 6]

Postupak odredivanja KPK provodi se na nacin da se 2 mL uzorka otpipetira u staklenu
kivetu, zatim se doda 1,2 mL otopine K>Cr.O7 + HgSOys, i 2,8 mL otopine Ag2SO4 + H2SO4
(GRAM-MOL), kiveta se zatvori ¢epom, promijeSa i uzorak se spaljuje u termoreaktoru
(Thermoreactor TR 300, Merck) na 150 °C jedan sat. Nakon toga se uzorak hladi u tami, na
sobnoj temperaturi, a ohladeni uzorak se titrira (Digitalna bireta Solarus, Hirschman-
Laborgerate) otopinom FAS (0,1 mol/L) uz dodatak indikatora feroina. Tijekom titracije dolazi
do promjene boje iz plavo-zelene u smede-crvenu. Za slijepu probu umjesto uzorka se uzima
destilirana voda te se provodi isti postupak odredivanja KPK. Za odredivanje faktora otopine
feroamonijevog sulfata, koji se raduna prema jednadzbi (7), provodi se isti postupak kao za

slijepu probu uz iznimku izostavljanja koraka spaljivanja uzorka.
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1,2

f= [7]

Vfas

U jednadzbi (7) 1,2 predstavlja volumen otopine K>Cr.O7 + HgSO4 (mL), dok Viss predstavlja
volumen otopine FAS utro$ene za titraciju (mL).

Vrijednost KPK ra¢una se prema jednadzbi (8):

KPK [mgoz] — (V1= Vo)Xcxfx8000

L

[8]

Vuzorka

pri ¢emu V, predstavlja volumen otopine FAS utro$en za titraciju slijepe probe (mL), V2
predstavlja volumen otopine FAS utroSen za titraciju uzorka (mL), ¢ koncentraciju otopine FAS
(0,1 mol/L) i f faktor otopine FAS.

Pribor:

Staklene kivete s Cepovima
Pipete

Digestor

Dispenzeri

Titrator

3.4.3. Odredivanje koncentracije nitrata (NO3-N)

Odredivanje koncentracije nitrata provedeno je pomocéu kivetnih testova Merck
Spectroquant 1.14773. Metoda se temelji na reakciji nitratnih iona u sumpornoj kiselini s
derivatom benzojeve kiseline pri ¢emu nastaje nitro spoj koji daje crveno obojenje te se

odreduje fotometrijski.

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

zatvori i mijeSa kako bi se reagens otopio. Zatim se dodaje 5 mL koncentrirane sumporne
kiseline, kiveta se zatvorii promijeda pri Cemu dolazi do zagrijavanja uzorka. Reakcijsko vrijeme
je 10 minuta, nakon ¢ega se koncentracija nitrata, izrazena u mg/L, o€ita na fotometru (SQ200

Merck, Njemacka).

Pribor:

Kivetni testovi Merck Spectroquant 1.14773 (raspon koncentracije 0,2 - 20 mg NO3-N/L)
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Staklene kivete s Cepovima
Pipete
Fotometar, SQ200 Merck, Njemacka

3.4.4. Odredivanje koncentracije nitrita (NO2-N)

Odredivanje koncentracije nitrita provedeno je pomocu kivetnih testova Merck Spectroquant
1.14776. Ova metoda ekvivalentna je EPA 354.1, US Standardnim metodama 4500-NO2-B, i
EN 26 777, a temelji se na reakciji nitrita sa sulfanilnom kiselinom pri Eemu nastaje diazonijeva
sol, koja reagira s N-(1-naftil) etilendiamin dihidroklorom i nastaje crveno-ljubiasto azo

obojenje. Intenzitet obojenja se odreduje fotometrijski.

Postupak:
U staklenu kivetu otpipetira se 5 mL uzorka i jedna Zliica reagensa NO2-1. Kiveta se dobro

zatvori i mijeSa kako bi se reagens otopio. Reakcijsko vrijeme je 10 minuta, nakon ¢ega se

koncentracija nitrita, izrazena u mg/L, o€ita na fotometru (SQ200 Merck, Njemacka).

Pribor:

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

Pipete

Fotometar, SQ200 Merck, Njemacka

3.4.5. Odredivanje vrijednosti pH

Za odredivanje vrijednosti pH koristen je pH metar (Multi 3420 SET KS1, Njemacka) i pH
elektroda (SenTix 940-3, Njemacka). Prije pokusa napravljena je kalibracija tako $to se pH
elektroda uranjala u pufer otopine s pH 4, pH 7 i pH 10 prema uputama proizvodaca. Tijekom
pokusa pH elektroda je bila uronjena u mijeSanu tekucinu i vrijednost pH je o€itavana sa zaslona
pH metra. Nakon zavrSetka mjerenja, pH elektroda je isprana destiliranom vodom i ¢uvana u

otopini elektrolita, zasi¢enoj otopini kalijeva klorida, KCI (p.a., Merck, Njemacka).

3.4.6. Odredivanje koncentracije otopljenog kisika

Za odredivanje koncentracije otopljenog kisika koriSten je mjerac otopljenog kisika (Multi
3420 SET KS1, Njemacka) i kisikova elektroda (WTW FDO 925, Njemacka). Prije pokusa

instrument je umjeren prema uputama proizvodaca. Tijekom pokusa elektroda je bila uronjena
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u mijeSanu tekuéinu i koncentracija otopljenog kisika je oCitavana sa zaslona uredaja izrazena

u mg/L.

3.4.7. Odredivanje temperature

Tijekom pokusa temperatura je motrena ocitavanjem sa zaslona uredaja pomocu
temperaturnog senzora na pH elektrodi (SenTix 940-3; Multi 3420 SET KS1, Njemacka) i
kisikovoj elektrodi (WTW FDO 925; Multi 3420 SET KS1, Njemacka) uronjenih u mijeSanu

tekuéinu.

3.4.8. Izra€un slobodne nitritne kiseline (FNA)

Slobodna nitritha kiselina se raduna prema jednadzbi (9): (Anthonisen i sur., 1976) i

izrazava u mg/L.

IN] (5B
FNA (m) = ﬁ [9]

L eZ73+T(C)x1PH

3.4.9. Mikroskopiranje aktivhog mulja

Aktivni mulj je mikroskopiran i promatran pod svjetlosnim mikroskopom.

Pribor:

Mikroskop (Carl Zeiss Jena, Njemacka; Meiji, Japan)
Predmetno stakalce

Pokrovnica

Kapaljka

3.4.10. Odredivanje volumena istaloZzene biomase

Volumen istaloZzene biomase (SVao, engl. Sludge Volume) je odreden na nacin da je uzet
homogeni uzorak mijeSane tekucine, dobro promijeSan, i preliven u staklenu menzuru

volumena 1 L. Nakon 30 minuta je o€itan volumen istaloZzene biomase, izrazava se u mL/L.
Pribor:

Staklena menzura volumena 1 L

Stoperica
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3.4.11. Odredivanje indeksa mulja

Indeks mulja (SVI, engl. Sludge Volume Index) se odreduje tako da se volumen istaloZzene
biomase tijekom 30 minuta podijeli s koncentracijom mikrobne biomase, raCuna se prema

jednadzbi 10 i izrazava se u mL/g.

SV =k [10]

3.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti (X) pojedinaénog parametra i izraCunato je

prema jednadzbi (11):

=-3,x [11]

Pripadajucée standardne pogreske S; su izraCunate prema jednadzbi (12):

_ | B(xi—%)?
Sg = \I N(N—-1) [12]

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

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

Za statistiCku analizu koriSten je Microsoft Excel 2011 (Redmond, Sjedinjene Americke
Drzave) i StatSoft Statistica 7.0 (Tulsa, Sjedinjene AmeriCke Drzave). Dobiveni podaci su
izraZeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija srednje vrijednosti. Videstruka
usporedba provedena je ANOVA analizom varijance s odredenim intervalom pouzdanosti p <
0,05.
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4. REZULTATII RASPRAVA

Na proces denitrifikacije znaCajni utjecaj imaju operativni imbenici poput vrste izvora
ugljika, nedostatka slobodnog molekularnog kisika, vrijednosti pH, koncentracije organskih
sastojaka, temperature, redoks potencijala, populacije denitrifikanata i njezine aktivnosti,
nutrijenti, a medu njima su najvazniji koncentracija slobodnog molekularnog kisika te vrsta i
koncentracija organskih sastojaka (Gerardi, 2002). Mikrobna populacija denitrificirajucih
bakterija kao izvor ugljika za proces denitrifikacije moze koristiti organske spojeve koji se nalaze
u otpadnoj vodi, unutarstani¢ne rezerve ugljika poput primjerice polihidroksialkanoata, i vanjski
dodani izvor ugljika (Bernat i Wojnowska-Baryta, 2007; Metcalf & Eddy, 2003). Da bi se mogao
odvijati proces denitrifikacije s otpadnom vodom koja u svom sastavu nema dovoljnu koli¢inu
organskih sastojaka potrebno je dodati vanjski izvor ugljika. Kao vanjski, dodani izvor ugljika
mogu se Koristiti razni organski spojevi, poput melase, etanola, octene kiseline, metanola i
glukoze, a u praksi se najceSce koriste acetat, metanol i etanol u laboratorijskim i industrijskim
sustavima za obradu otpadnih voda bioloskim putem (Grgas i sur., 2017; Bernat i Wojnowska-
Baryta, 2007). Koli¢ina dodanog izvora ugljika ima izravan utjecaj na ucinkovitost i brzinu
denitrifikacije, mikrobni sastav aktivhog mulja i meduprodukte (Sun i sur., 2017; Liu i sur., 2013;
Cherchi i sur., 2009). U slu€aju kada je koliina raspolozivog donora elektrona ve¢a od
optimalne, porast brzine denitrifikacije je ograni¢en. U suprotnom slucaju, kada je koli¢ina
donora elektrona nedovoljna, protok elektrona ne moze zadovoljiti potrebe za rast stanica, pa
su naruseni i denitrifikacija i rast stanica (Huang i Tseng, 2001).

Jedna od otpadnih voda s niskim omjerom KPK/N je komunalna otpadna voda. Kako bi se
postigao zadovoljavajuéi ucinak obrade i postigle zakonom propisane maksimalne dopustene
vrijednosti parametara za ispust u povrSinske vode i sustav javne odvodnje, potrebno je dodati
vanjski izvor ugljika na dnevnoj bazi, $to predstavlja dodatan troSak na uredaju za obradu
otpadne vode (Liu i sur., 2017; Bernat i Wojnowska-Baryta, 2007).

Kanalizacija moze biti izvedena na dva nacina: mjeSoviti i razdjelni sustav kanalizacije. U
mjeSovitom sustavu kanalizacije, starijem tipu kanalizacije, otpadne i oborinske vode s podrudja
grada se odvode istim odvodnim sustavom u uredaj za obradu otpadnih voda. MjeSoviti tip
kanalizacije je uobi€ajen za veliki dio starih kanalizacija u Republici Hrvatskoj. Razdjelni sustav
kanalizacije je noviji i rjedi u Republici Hrvatskoj, i podrazumijeva odvojeno sakupljanje
oborinskih voda i komunalnih otpadnih voda.

U komunalnoj otpadnoj vodi s razdjelnim sustavom kanalizacije omjer KPK/N iznosi oko 20,
a ulazna koncentracija NHs-N oko 80 mg NH4-N/L. U komunalnoj otpadnoj vodi koja ima
mjesSoviti sustav kanalizacije omjer KPK/N obi¢no iznosi oko 10, a ulazna koncentracija NH4-N

u bioaeracijskom bazenu iznosi oko 40 mg NH4-N/L. NH4-N se u aerobnim uvjetima oksidira do
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NO2-N i/ili NO3-N, ovisno o uvjetima vodenja procesa — nitritacija (oksidacija NH4-N do NO2-N)
ili nitratacija (oksidacija NHs-N do NOs-N). Zbog toga su uvjeti omjer KPK/N 10 i poc¢etna
koncentracijaN, 20 £ 3mg N/L, 40 + 3 mg N/L i 60 £ 3 mg N/L, odabrani za pokuse denitrifikacije
s NO2-N i NO3s-N kao akceptorom elektrona.

Pokusi su provedeni s koncentracijom mikrobne biomase 1,8 + 0,2 g MLSS/L, volumen
aktivnog mulja tijekom 30 minuta talozenja je iznosio 230 mL/L (slika 5), a SVI 127,8 mL/g. SVI
na uredajima za obradu otpadnih voda uglavnom varira u rasponu 50 — 150 mL/g, pri E¢emu se
mulj koji ima SVI vrijednost u rasponu 100-200 mL/g malo sporije taloZi i zadrzava viSe Cestica
tijekom talozenja.

Rezultati pokusa denitrifikacije s NO3-N i NO2-N kao akceptorima elektrona i acetatom kao
izvorom ugljika pri omjeru KPK/N 10 su prikazani slikama 9-14, koje prikazuju ovisnost
koncentracije nitrata, odnosno nitrita o:

ucinkovitosti uklanjanja nitrata, odnosno nitrita (slika 9)
omjeru AKPK/AN (slika 10)

ucinkovitosti uklanjanja KPK (slika 11)

brzini denitrifikacije (slika 12)

brzini oksidacije organskih sastojaka (slika 13),

O O O O O

i kinetikom denitrifikacije poCetnih 60 mg NO3-N/L i 60 mg NO2-N/L pri omjeru KPK/N 10 (slika
14).

100 -
2
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c
©
e
E 60 -
S m uginkovitost
§ 40 - uklanjanja NO3-N
s = uéinkovitost
S uklanjanja NO2-N
c 20 1
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>
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Slika 9. Prikaz ucinkovitosti uklanjanja NO3-N, odnosno NO.-N tijekom denitrifikacije nitrata,
odnosno nitrita poCetne koncentracije 20 £ 3 mg N/L, 40 £+ 3 mg N/L i 60 £ 3 mg N/L
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Slika 10. Prikaz omjera AKPK/AN tijekom denitrifikacije nitrata, odnosno nitrita poCetne
koncentracije 20 £+ 3 mg N/L, 40 £ 3 mg N/L i 60 + 3 mg N/L
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Slika 11. Prikaz ucinkovitosti uklanjanja KPK tijekom denitrifikacije nitrata, odnosno nitrita
pocetne koncentracije 20 £+ 3 mg N/L, 40 £ 3 mg N/L i 60 £ 3 mg N/L
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Slika 12. Prikaz brzine denitrifikacije tijekom denitrifikacije nitrata, odnosno nitrita pocetne
koncentracije 20 £+ 3 mg N/L, 40 £ 3 mg N/L i 60 + 3 mg N/L
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Slika 13. Prikaz brzine oksidacije organskih sastojaka izrazenih kao KPK vrijednost tijekom
denitrifikacije nitrata, odnosno nitrita pocetne koncentracije 20 £ 3 mg N/L, 40 £ 3 mg N/L i 60

+ 3 mg N/L
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Slika 14. Usporedni prikaz kinetike 60 mg NO3-N/L i 60 mg NO»-N/L pri omjeru KPK/N 10
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Ucinkovitost uklanjanja NO2-N i NOs-N je bila 100 % za sve istrazene koncentracije N, 20
mg N/L, 40 mg N/L i 60 mg N/L, pri omjeru KPK/N 10 (slika 9). Minimalan potreban omjer KPK/N
za potpunu redukciju nitrata, odnosno nitrita ovisi o koristenom izvoru ugljika. Razlike u
potrebnom omjeru KPK/N za razli€ite izvore ugljika su vidljive na primjerima stehiometrijskih
reakcija za acetat (jednadzba 13), etanol (jednadzba 14) i otpadnu vodu (jednadzba 15), pri
¢emu se C1oH1903N uglavnom koristi kao prikaz biorazgradivih organskih spojeva koji se nalaze
u otpadnoj vodi (Metcalf & Eddy, 2003; EPA, 1993):

tat

5 CH;COOH + 8 NO3 ——3 4 N, + 10 CO, + 6 H,0 + 8 OH~ [13]
metanol

5 CH30H + 6 NO3 ————3 Ny + 5 CO, + 7 HyO + 6 OH™ [14]

otpadna voda

C10H1903N + 10 NO3 —————— 5 N, + 10 CO, + 3 H,0 + NH; + 10 OH™ [15]

Nadalje, He i sur. (2018) i Zhao i sur. (2010) isticu omjer C/N 15 za Bacillus sp. i
Pseudomonas taiwanesis za glukozu kao izvor ugljika, Prasetyo i sur. (2018) za Pseudomonas
sp. omjer C/N 10. Zhang i sur. (2019a) istiCu za citrat potreban omjer C/N 16. Takoder, u
literaturi se ukazuje na omjer topivog BPK/nitritni i nitratni ion oko 3. S metanolom potrebno je
2,5 mg metanola/L po mg nitratnog iona/L (Gerardi, 2002). Pokazano je da viSe koncentracije
organskih spojeva uvijek favoriziraju disimilatornu redukciju nitrata do amonijaka prije nego
denitrifikaciju ili akumulaciju nitrita. Takoder, ponekad sastav organskih spojeva moze biti
jednako vazan kao i koncentracija ugljika u odredivanju konac¢nih produkata redukcije nitrata
(Carlson i sur., 2020).

U realnim sustavima bioloSki razgradivi organski sastojci iz otpadne vode uglavnom su
potroSeni tijekom ranijih, aerobnih stupnjeva obrade pa je za denitrifikaciju nakupljenih nitrata
i/ili nitrita potrebno dodati vanjski izvor ugljika (postanoksi¢na denitrifikacija). Osim
postanoksi¢ne denitrifikacije, u primjeni je i anoksi¢no/aerobni proces, u kojem organski sastojci
iz otpadne vode sluze kao donori elektrona za denitrifikaciju, a nakon toga slijede aerobni
procesi (Metcalf & Eddy, 2003).

UtroSena koliina organskih sastojaka za redukciju nitrata, odnosno nitrita prikazana je
omjerom AKPK/AN (slika 10). Kako je omjer KPK/N 10, koji odgovara omjeru C/N 5,3 za acetat
kao izvor ugljika, bio dovoljan za redukciju nitrata i nitrita, organski sastojci nisu bili limitirajuci
¢imbenik u procesu denitrifikacije. UtroSena koli¢ina organskih spojeva za redukciju nitrata je
bila u uskom rasponu vrijednosti, i iznosila je 4,3-4,4, i bila je neovisna o pocetnoj koncentraciji
nitrata. Isti trend je zapazen i u denitrifikaciji nitrita, pri ¢emu je omjer AKPK/AN bio nizi, bio je

u rasponu vrijednosti 3,1-3,3, i takoder neovisan o pocetnoj koncentraciji nitrita. Omijer
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AKPK/AN je viSi za denitrataciju zbog vecée potrebne koli€ine organskih sastojaka za potpunu
denitrifikaciju, nego za denitritaciju jer je u tom slucaju denitrifikacija krenula od nitrita. Potreban
omjer C/N za denitrataciju i denitritaciju iste poletne koncentracije N se razlikuje. Za
denitrataciju je potreban veéi omjer C/N nego za denitritaciju zato Sto je preskoden korak
redukcije nitrata u nitrite pa je time i manja potrebna koli¢ina donora elektrona za redukciju. Ta
usteda na potrebnoj koli€ini organskih sastojaka za denitritaciju jedan je od nacina na koji se
moze rijeSiti problem otpadne vode s niskim omjerom C/N (Kosgey i sur., 2022), medutim,
denitritacija nije jednostavna zbog inhibitornog djelovanja NO2-N, odnosno HNO2-N na neke
mikroorganizme aktivhog mulja poput denitrifikanata (Hartop i sur., 2017; Zhou i sur., 2008).

Ucinkovitost uklanjanja KPK je bila podjednaka i neovisna o po€etnoj koncentraciji N (slika
11). Kako je je rasla po¢etna koncentracija N, tako je u pokusima rasla i po¢etna koncentracija
KPK, medutim ucinkovitost uklanjanja KPK je bila viSe-manje slicna. UCinkovitost uklanjanja
KPK je bila visa u denitrifikaciji s nitratima kao akceptorom elektrona jer je za denitrataciju
potrebna vecCa koliCina organskih sastojaka nego za denitrifikaciju preko nitrita. Cilj
denitrifikacije je reducirati nitrate, odnosno nitrite i pri tome dodati minimalnu potrebnu koli¢inu
organskih sastojaka tako da po zavrSetku denitrifikacije nema preostalih organskih sastojaka,
ili da njihova koncentracija bude u skladu s maksimalnim dopustenim koncentracijama za ispust
u povrsinske vode ili u sustav javne odvodnje (tablica 1) (NN 26/2020). Ovi rezultati sugeriraju
da je omjer KPK/N 10 prevelik za acetat kao izvor ugljika u denitrifikaciji poCetnih koncentracija
nitrata i nitrita 20 £ 3 mg N/L, 40 £ 3 mg N/L i 60 £ 3 mg N/L.

Porast po¢etne koncentracije N je djelovao povoljno na brzinu denitrifikacije, koja je takoder
rasla, i u denitrifikaciji preko nitrata, i u denitrifikaciji preko nitrita (slika 12). Brzina denitrifikacije
preko nitrata je bila viSa od denitrifikacije preko nitrita za oko 12-25 %. Brzine biolo$kih reakcija
znatno variraju tijekom bioloSke obrade otpadnih voda, a jedan od osnovnih Cimbenika koji
utjeCu na varijacije je udio odgovornih bakterijskih skupina i njihova aktivnost u aktivnom mulju
(Johnson i sur., 2015). Danas je poznato oko 50 rodova denitrifikanata, i unutar njih oko 130
vrsta bakterija (Shapleigh i sur., 2006). Neki od denitrifikanata su Paracoccus, Flavobacterium,
Thauera, Zoogloea, Pseudomonas, Rhodobacteri Dechloromonas (Fang i sur., 2020; Du i sur.,
2017; Yong i sur., 2015; Thomsen i sur., 2007). Na ravnotezu izmedu nitrita i nitrata mogu
utjecati dva razliCita bakterijska fenotipa medu mikroorganizmima u aktivnom mulju, pravi
denitrifikanti koji imaju sposobnost redukcije i nitrata i nitrita do plinovitog duSika, i nitrat
respirirajuce bakterije koje nemaju sposobnost redukcije nitrita (Glass i Silversten, 1998). Kako
se nitrat respiriraju¢e bakterije odlikuju vecom brzinom rasta i do tri puta, dolazi do njihove
dominacije (Turk i Mavinic, 1987) i zbog dominacije nitrat reducirajucih bakterija u prisutnosti
nitrata dolazi do akumulacije nitrita. Jednom kad su nitrati iscrpljeni, pravi denitrifikanti koriste

raspolozivi nitrit i tako preuzmu dominaciju. Na rast denitrificirajuéih bakterija imaju utjecaj
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koncentracija otoplienog kisika, omjer KPK/N, koncentracija nitrita, vrsta izvora ugljika,
vrijednost pH i temperatura (Sun i sur., 2017; Liu i sur., 2013; Cherchi i sur., 2009). Sto je visa
brzina denitrifikacije nitrita viSi je i prag inhibicije nitritom za denitrifikante, zbog prethodnih
neuspjeha (Yao i sur., 2020).

S porastom pocetne koncentracije N, rasla je i poCetna koncentracija KPK, §to je dovelo i
do porasta brzine oksidacije KPK (slika 13). Brzina oksidacije KPK u denitrifikaciji preko nitrata
je bila visa nego u denitrifikaciji preko nitrita za oko 34-46 %. Natrijev acetat je vrlo ¢est odabir
kao vanjski izvor ugljika za denitrifikaciju zato Sto se s njim postiZzu viSe brzine denitrifikacije u
usporedbi s drugim izvorima ugljika kao §to su glicerol i etanol, medutim, ukoliko se pretjera s
kolicinom dodanog acetata onda viSak dodanog acetata predstavlja organsko opterecenje i
zahtjeva dodatan stupanj obrade (Xu i sur., 2018). Acetat je niskomolekularni spoj koji tvori
acetil Co-A i moze se izravno bez potrebe za modifikacijama koristiti u denitrifikaciji zato to je
acetil Co-A esencijalni dio ciklusa trikarboksilne kiseline, ali i glikoliticCkog puta (Onnis-Hayden i
Gu, 2008).

Na slici 14 je prikazana usporedna kinetika denitrifikacije preko nitrita i nitrata pri poCetnoj
koncentraciji 60 mg N/L. Oksidacija KPK je bila ujednaéena i po iscrpljenju NO2-N, odnosno
NOs-N je prestala. U obradenoj vodi je preostalo KPK vrijednosti i takva voda zahtijeva dodatno
uklanjanje organskih sastojaka do postizanja zakonom dozvoljenih vrijednosti za ispust. U
denitrifikaciji preko nitrata redukcija nitrata se odvijala ujednacenom brzinom, pri ¢emu je doslo
do nakupljanja NO2-N do maksimalne koncentracije 8 mg NO»>-N/L u 2,5. satu pokusa koji su
se potpuno reducirali do kraja pokusa. Redukcija nitrita u denitrifikaciji preko nitrita se odvijala
ujednatenom brzinom. Koncentracija slobodne nitritne kiseline u denitrifikaciji preko nitrata je
bila niska zbog niske vrijednosti nitrita, dosegla je maksimalnu vrijednost 0,000138 mg HNO.-
N/L u 2. satu pokusa, i zatim se smanjila do kraja pokusa. Koncentracija FNA u denitrifikaciji
preko nitrita je bila maksimalna na po€etku pokusa, iznosila je 0,00935 mg HNO2-N/L i tijekom
pokusa se smanjivala. Koncentracija FNA ovisi o koncentraciji nitrita, temperaturi i vrijednosti
pH. Sto je vi§a koncentracija nitrita, to je visa koncentracija FNA. Sto je visa vrijednost pH to je
koncentracija FNA niza. U denitrifikaciji preko nitrita, nitriti su se poceli reducirati odmah od
poCetka pokusa pa je i koncentracija FNA opadala. Smanjenju koncentracije FNA pridonio je i
porast vrijednosti pH tijekom pokusa. Za denitrifikaciju je karakteristian porast pH vrijednosti i
obnavljanje puferskog kapaciteta mijeSane tekuéine (Gerardi, 2002), a do porasta pH vrijednosti
dolazi tijekom redukcije nitrita do NO pri €¢emu se proizvode OH™ ioni (Tang i sur., 2011).
Vrijednost pH takoder utjeCe na ionski (NO2") i molekularni oblik (HNO3) nitrita (Gerardi, 2002).
Trend vrijednosti pH je bio sli€an za denitrifikaciju preko nitrita i nitrata, s blago viSim
vrijednostima u denitrifikaciji preko nitrata. Vrijednosti pH tijekom pokusa denitrifikacije su bile
povoljne za proces denitrifikacije (Metcalf & Eddy, 2003; Gerardi, 2002; Grady i sur., 1999). pH
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vrijednost ima utjecaj na enzime odgovorne za proces denitrifikacije, te moze dovesti do
neravnoteze izmedu redukcijske kinetike za sve Cetiri denitrifikacijske reduktaze. Alkalni pH
moze dovesti do akumulacije meduprodukata denitrifikacije poput nitrita (Sorokin, 2005).
Vrijednost pH takoder utjeCe na elektron transportere, koji mogu dati preferencijalno elektrone
nekim denitrificiraju¢im reduktazama (Albina i sur., 2019). Kinetika denitrifikacije se usporava
pri vrijednosti pH iznad 9,5, te dolazi i do nakupljanja nitrita (Tang i sur., 2011). Pokusi su vodeni
pri sobnoj temperaturi, koja je bila povoljna za proces denitrifikacije (Grady i sur., 1999).
Koncentracija otopljenog kisika je bila odgovarajuc¢a za proces denitrifikacije (Metcalf & Eddy,
2003; Gerardi, 2002; Oh i Silverstein, 1999) i u denitrifikaciji preko nitrita i u denitrifikaciji preko
nitrata, i bila je < 0,2 mg DO/L. Vise koncentracije otopljenog kisika, > 1,0 mg/L, dovode do
preusmjeravanja enzimskog sustava denitrifikanata s koriStenja nitrata i nitrita kao akceptora
elektrona na koriStenje otoplienog kisika kao akceptora elektrona pri ¢emu dolazi do
deaktivacije denitrificiraju¢ih reduktaza. Ukoliko denitrifikanti imaju na raspolaganju otopljeni
kisik i nitrate/nitrite, denitrifikanti ¢e preusmijeriti enzimski sustav prema otopljenom kisiku za
oksidaciju organskih sastojaka zato Sto denitrifikanti prilikom aerobne respiracije organskih
sastojaka dobivaju viSe energije nego prilikom anoksi¢ne respiracije. Takoder, tijekom aerobne
respiracije dolazi i do vece koli€ine proizvedene mikrobne biomase nego u anoksi¢nim uvjetima
(Gerardi, 2002). Zbog toga je vazno odrzavati nisku koncentraciju otoplienog kisika tijekom

procesa denitrifikacije.
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. ZAKLJUCCI

Ucinkovitost uklanjanja NO2-N i NOs-N pri KPK/N omjeru 10 iznosila je 100 % za sve
istraZzene pocetne koncentracije N i nije ovisila o porastu po€etne koncentracije N.
Omijer AKPK/AN i u€inkovitost uklanjanja KPK takoder su bili neovisni o pocetnoj
koncentraciji duSika. Vrijednosti oba parametra bile su vise za NOs-N, nego za NO2-N
kao akceptor elektrona zbog dodatnog koraka redukcije nitrata u nitrite tijekom
denitratacije, za koji je potrebna veca koli¢ina organskih spojeva.

Omijer KPK/N 10 prevelik je za acetat kao izvor ugljika u denitrifikaciji vode s poCetnim
koncentracijama nitrata i nitrita od 20 £ 3 mg N/L, 40 + 3 mg N/L i 60 = 3 mg N/L zbog
zaostatka KPK u obradenoj vodi nakon zavrSetka procesa denitrifikacije.

Porastom pocetne koncentracije N porasla je brzina denitrifikacije za oba akceptora
elektrona. Brzina denitrifikacije preko NO3-N bila je visa od denitrifikacije preko NO2-N
za oko 12-25 %.

Brzina oksidacije KPK takoder je porasla porastom pocetne koncentracije N, pri ¢emu
je brzina oksidacije KPK preko NOs-N bila visa od brzine oksidacije KPK preko NO2-N
za oko 34-46 %, Sto je u skladu s vecom potrebom za elektron donorima u procesu

denitratacije.
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