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1. UVOD 
 
Brzom industrijalizacijom i urbanizacijom došlo je do prekomjerne emisije dušika 

proizvodnjom industrijske, komunalne i poljoprivredne otpadne vode, izgaranjem fosilnih goriva 

i biomase i upotrebom dušičnih gnojiva (Holmes i sur., 2018). Onečišćenje dušikom globalni je 

problem koji pridonosi ekološkim problemima poput eutrofikacije i povećanja populacije 

fitoplanktona, neugodnih mirisa i smanjenja kvalitete površinskih i podzemnih voda (Huang i 

sur., 2023; Dyagelev i sur., 2019).  

Prisutnost nitrata (NO3-N) u pitkoj vodi negativno utječe na ljudsko zdravlje. Visoke 

koncentracije nitrata u pitkoj vodi pri konzumaciji u dojenčadi povećavaju rizik od 

methemoglobinemije te mogu dovesti do probavnih i respiratornih zatajenja. Također, nitrate 

unesene vodom ljudsko tijelo može pretvoriti u kancerogene N-nitroso-spojeve (Holmes i sur., 

2018). Prema Direktivi o kvaliteti vode namijenjene za ljudsku potrošnju i Svjetskoj zdravstvenoj 

organizaciji koncentracija nitrata u pitkoj vodi ne smije premašiti koncentraciju od 50 mg NO3/L 

(Ward i sur., 2018). U mnogim područjima koncentracije nitrata u podzemnim i površinskim 

vodama daleko su iznad granica utvrđenih propisima o pitkoj vodi, a glavni uzrok je prekomjerna 

uporaba dušičnih gnojiva u poljoprivredi jer se višak dušika koji biljke ne apsorbiraju ispire u 

podzemne vode u obliku nitrata (Ortmeyer i sur., 2023).  

Vodonosnici imaju prirodni kapacitet za razgradnju nitrata zbog svog sastava koji uključuje 

sulfidne minerale i organski ugljik. Taj kapacitet razgradnje nitrata je ograničen i s vremenom 

opada zbog čega se očekuje dodatan porast koncentracije nitrata i njegov proboj u izvore pitke 

vode, a zbog klimatskih promjena očekuje se dodatno smanjenje kvalitete i kvantitete različitih 

izvora vode (Ortmeyer i sur., 2021). 

Uklanjanje dušika jedan je od glavnih zadataka tijekom obrade vode. Metode obrade 

otpadne vode obuhvaćaju fizikalno-kemijske i biološke metode. U fizikalno-kemijske metode 

ubrajaju se ionska izmjena, adsorpcija, kemijsko taloženje i redoks reakcije, međutim ove 

metode imaju nedostatke kao što su dugo vrijeme obrade, potreba za velikim površinama 

zemljišta, velika potrošnja energije te visoki operativni i investicijski troškovi. Nasuprot tome, 

ekološki prihvatljivija metoda je biološka denitrifikacija čije je vrijeme obrade kraće, troškovi 

održavanja i operacijski troškovi su manji, a učinkovitost denitrifikacije je veća (Huang i sur., 

2023).  

Za uklanjanje dušika iz otpadne vode konvencionalnim putem se najčešće koristi  proces s 

aktivnim muljem. Biološko uklanjanje dušika iz otpadne vode provodi se procesima nitrifikacije 

i denitrifikacije, primjenom specifičnih skupina mikroorganizama koji sudjeluju u kruženju dušika 

u prirodi i konverziji amonijaka (NH4-N) iz otpadne vode u plinoviti dušik (N2). Nitrifikacija je 

aeroban autotrofan proces, a denitrifikacija heterotrofan anoksičan proces. Na proces 



 
2 

denitrifikacije utječu čimbenici poput izvora ugljika, pH vrijednosti, temperature, omjera C/N 

(ugljik/dušik) i koncentracije otopljenog kisika (engl. Dissolved Oxygen, DO). Podešavanjem 

čimbenika procesa može se utjecati na sastav i aktivnost mikroorganizama aktivnog mulja, 

aktivnost enzima odgovornih za ciljane biološke procese, učinkovitost i brzinu procesa (Fu i 

sur., 2022; Lee i sur., 2018). Denitrifikacija ima važnu ulogu u uklanjanju fiksiranog dušika iz 

ekosustava vraćajući ga u atmosferu u obliku plinovitog dušika (Holmes i sur., 2018). Prilikom 

istraživanja u segmentu biološke obrade otpadne vode vodi se računa o učinkovitosti obrade 

otpadne vode i o cijeni vođenja i održavanja procesa. 

Cilj ovog rada bio je istražiti kako povećanje koncentracije elektron akceptora, nitrata i nitrita 

(NO2-N) utječe na denitrifikaciju, s acetatom kao izvorom ugljika i s mikrobnom kulturom 

aktivnog mulja. 
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2. TEORIJSKI DIO 
 
2.1. METABOLIZAM DUŠIKA 

 
Dušik je bitna komponenta strukture proteina i nukleinskih kiselina svih živih stanica, koju 

organizmi mogu koristiti samo kada se nalazi u reaktivnom obliku. Molekularni dušik je inertan 

plin koji čini 78 % zraka u atmosferi, a koji većina organizama ne može iskoristiti. Prevođenjem 

dušika u reaktivne oblike dušika poput amonijaka, nitrata i nitrita omogućava se korištenje 

dušika organizmima. Fiksacija dušika može biti biološka, mikrobna, ne-biološka te uzrokovana 

antropogenim izvorima. Biološku fiksaciju dušika provode određene skupine bakterija i arheja 

koje imaju enzimske puteve za pretvorbu elementarnog dušika do amonijaka. Ne-biološki načini 

fiksacije dušika su izgaranje, spaljivanje biomase i udari munje, dok su antropogeni izvori 

fiksacije dušika proizvodnja dušičnih gnojiva, izgaranje goriva u automobilima, spaljivanje drvne 

biomase ili krčenje šuma i travnjaka za potrebe poljoprivrede (Holmes i sur., 2018).  

Dušik se u prirodi može uključiti u šest različitih procesa, koji kontroliraju pretvorbu dušika 

iz organskog u anorganski oblik i obrnuto i dio su biogeokemijskog ciklusa kruženja dušika 

prikazanog na slici 1. Šest procesa metabolizma dušika su: fiksacija dušika (𝑁ଶ → 𝑁𝐻ଷ), 

nitrifikacija (𝑁𝐻ଷ → 𝑁𝑂ଶ
ି → 𝑁𝑂ଷ

ି), denitrifikacija (𝑁𝑂ଷ
ି → 𝑁𝑂ଶ

ି → 𝑁𝑂 → 𝑁ଶ𝑂 → 𝑁ଶ), anaerobna 

oksidacija amonijaka (engl. Anaerobic Ammonium Oxidation, Anammox) (𝑁𝑂ଶ
ି → 𝑁𝑂 → 𝑁ଶ), 

asimilacija (𝑁𝑂ଷ
ି → 𝑁𝑂ଶ

ି → 𝑁𝐻ଷ) i amonifikacija (𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑠𝑘𝑖 𝑑𝑢š𝑖𝑘 → 𝑁𝐻ଷ) (Kuypers i sur., 2018). 

 

 

 
Slika 1. Ciklus kruženja dušika (prema Kuypers i sur., 2018) 

 

Proces disimilacijske redukcije nitrata u amonijak (𝑁𝑂ଷ
ି → 𝑁𝑂ଶ

ି → 𝑁𝐻ସ
ା (Holmes i sur., 

2018)) nije uključen u glavni proces pretvorbe dušika zbog manje zastupljenosti u odnosu na 

ostalih šest procesa pretvorbe dušika (Kuypers i sur., 2018). Disimilacijska redukcija nitrata 
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obično se javlja pri niskim koncentracijama kisika, u anoksičnim uvjetima, kao zamjena za 

aerobnu respiraciju pri čemu dolazi do kompeticije za raspoloživ nitrat između amonificirajućih 

i denitrificirajućih bakterija (Srinandan i sur., 2012). U uvjetima visokih omjera C/N, visokih 

koncentracija sulfida, niskih koncentracija željeza i visokih temperatura, disimilacijska redukcija 

nitrata u amonijak prevladava denitrifikaciju te umjesto redukcije nitrata do elementarnog 

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

 

2.2. NITRIFIKACIJA I DENITRIFIKACIJA 
 

Proces uklanjanja dušika iz otpadne vode biološkim putem provodi se kombinacijom 

procesa nitrifikacije i denitrifikacije (Dyagelev i sur., 2019). Ukoliko se procesi nitrifikacije i 

denitrifikacije učinkovito provode moguće je postići kvalitetu obrađene vode koja vrijednostima 

za organske sastojke i sastojke s dušikom zadovoljava za ispust u površinske vode, odnosno 

u sustav javne odvodnje. Maksimalne dopuštene koncentracije organskih sastojaka izraženih 

kao kemijska potrošnja kisika (KPK), biokemijska potrošnja kisika (BPK), ukupnog organskog 

ugljika, vrijednosti ukupnog dušika, NH4-N, NO3-N, NO2-N, temperature i vrijednosti pH su 

pokazane u tablici 1 (NN 26/2020).  

 

Tablica 1. Granične vrijednosti emisija onečišćujućih tvari u otpadnim vodama za neke 
odabrane pokazatelje (NN 26/2020) 

 
 

Pokazatelji 
Zabrana 

ispuštanja 
u 

podzemne 
vode 

Izraženi 
kao 

Jedinica Površinske 
vode 

Sustav javne odvodnje 

FIKIZALNO-KEMIJSKI POKAZATELJI 

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

Temperatura   °C 30 40 

ORGANSKI POKAZATELJI 

BPK5  O2 mg/L 25 sukladno čl. 5. ovog 
Pravilnika 

KPKCr  O2 mg/L 125 sukladno čl. 5. ovog 
Pravilnika 

Ukupni 
organski 
ugljik (TOC) 

  
C 

 
mg/L 

 
30 

 
- 

ANORGANSKI POKAZATELJI 

Ukupni dušik  N mg/L 15 sukladno čl. 5. ovog 
Pravilnika 

Amonij  N mg/L 10 - 
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Tablica 1. Granične vrijednosti emisija onečišćujućih 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 čemu kao akceptor elektrona u oba koraka služi kisik 

(jednadžbe 1 i 2) (Dyagelev i sur., 2019).   

 

𝑁𝐻ସ
ା +

ଷ

ଶ
𝑂ଶ  

  ୟ୫୭୬୧୨ୟ୩ ୭୩ୱ୧ୢ୧୰ୟ୨୳ćୣ ୠୟ୩୲ୣ୰୧୨ୣ   
ሱ⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ሮ 𝑁𝑂ଶ

ି + 𝐻ଶ𝑂 + 2𝐻ା    [1] 

𝑁𝑂ଶ
ି +

ଵ

ଶ
𝑂ଶ

  ୬୧୲୰୧୲ ୭୩ୱ୧ୢ୧୰ୟ୨୳ćୣ ୠୟ୩୲ୣ୰୧୨ୣ   
ሱ⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ሮ 𝑁𝑂ଷ

ି      [2] 

 

Reakciju oksidacije amonijaka do nitrita provode amonijak oksidirajuće bakterije (AOB), dok 

oksidaciju nitrita do nitrata provode nitrit oksidirajuće bakterije (NOB) (Huang i sur., 2023; Ruiz 

i sur., 2003). Amonijak oksidirajuće bakterije mogu biti autotrofne ili heterotrofne, a osim 

amonijak i nitrit oksidirajućih bakterija, u procesu nitrifikacije otpadne vode mogu sudjelovati 

amonijak oksidirajuće arheje, anaerobne amonijak oksidirajuće bakterije i bakterije koje u 

potpunosti oksidiraju amonijak do nitrata (engl. Complete Ammonia Oxidizers, Commamox) 

(Holmes i sur., 2018). Anaerobne amonijak oksidirajuće bakterije oksidiraju amonijak do 

elementarnog dušika pritom koristeći nitrit kao akceptor elektrona (𝑁𝑂ଶ
ି +  𝑁𝐻ସ

ା  →  𝑁ଶ +

2𝐻ଶ𝑂) (Holmes i sur., 2018). Primjeri autotrofnih amonijak oksidirajućih bakterija (Guo i sur., 

2013) i kemolitoautotrofnih nitrit oksidirajućih baterija (Daims i sur., 2016) su prikazani u tablici 

2. 

 

Tablica 2. Amonijak oksidirajuće bakterije i nitrit oksidirajuće baterije 
 

Amonijak oksidirajuće bakterije Nitrit oksidirajuće baterije 

Nitrosomonas Nitrospira 

Nitrosospira  Nitrospina 

Nitrosococcus Nitrococcus 

Nitrosolobus Nitrobacter 

Nitrosovibrio Nitrotoga 

 Nitrolancea 

 Candidatus Nitromaritima 
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Denitrifikacija je proces redukcije nitrata do plinovitog elementarnog dušika preko niza 

reakcija (jednadžba 3, slika 2) (Metcalf & Eddy, 2003; Gerardi, 2002).  

 

𝑁𝑂ଷ
ି → 𝑁𝑂ଶ

ି → 𝑁𝑂ି → 𝑁ଶ𝑂 → 𝑁ଶ   [3]  

 

 

 
Slika 2. Denitrifikacijski put koji koristi Pseudomonas aeruginosa PAO1 (prema Holmes i sur., 

2018; Moreno-Vivián 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 - dušikov monoksid 
reduktaza; NosZ - didušikov oksid reduktaza 

 

Nitrat se reducira u nitrit (reakcija denitratacije), zatim se nitrit reducira do dušikovog (II) 

oksida (NO) (reakcija denitritacije), dušikovog (I) oksida (N2O) te na kraju elementarni dušik pri 

čemu tijekom svake od reakcija dolazi do potrošnje KPK (Ruiz i sur., 2003). Ovaj proces odvija 

se u anoksičnim uvjetima uz pomoć denitrificirajućih bakterija pri čemu je donor elektrona izvor 

ugljika (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, dušikov monoksid reduktaza (engl. Nitric Oxide Reductase, Nor) za koju kodira 

nor gen i didušikov oksid reduktaza (engl. Nitrous Oxide Reductase, Nos ili N2OR) za čiju Z 

podjedinicu kodira nosZ gen (Wang i sur., 2021). 
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Tablica 3. Koraci, enzimi i geni u procesu denitrifikacije 
 

 

Iz jednadžbi 1 i 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 troškova 

procesa nitrifikacije. Potrošnja kisika može se smanjiti provedbom parcijalne nitrifikacije do 

nitrita (jednadžba 1) i postdenitrifikacijom pri čemu se preskaču reakcije nitratacije i denitratacije 

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

 

2.3. ČIMBENICI KOJI UTJEČU NA PROCES DENITRIFIKACIJE 
 

Na uspješnost procesa denitrifikacije, brzinu denitrifikacije, uklanjanje nitrata i nakupljanje 

međuprodukata utječu mnogi čimbenici (Wang i sur., 2021), koje je potrebno optimirati u svrhu 

što veće učinkovitosti. Čimbenici koji utječu na proces denitrifikacije su prikazani su na slici 3 

(Fu i sur., 2022; Wang i sur., 2021; Lee i sur., 2018):  

 

 

 
Slika 3. Čimbenici koji utječu 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 biološke denitrifikacije neometano tekao potreban je izvor ugljika kao donor 

elektrona. Izvori ugljika mogu biti biorazgradivi organski spojevi koji se nalaze u otpadnoj vodi, 

unutarstanične zalihe ugljika i vanjski, odnosno egzogeni izvori ugljika (Cherchi i sur., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Denitrifikacija 

Vrsta i koncentracija 
izvora ugljika 

pH vrijednost 

Koncentracija 
otopljenog kisika 

Temperatura 

Omjer KPK/N 

Hidrauličko vrijeme 
zadržavanja 

Mikrobna populacija 
denitrificirajućih 

bakterija 

Korak denitrifikacije Enzim  Gen  

𝑵𝑶𝟑
ି → 𝑵𝑶𝟐

ି nitrat reduktaza Nar nas, nar ili nap  

𝑵𝑶𝟐
ି → 𝑵𝑶ି nitrit reduktaza, Nir nir  

𝑵𝑶ି → 𝑵𝟐𝑶 dušikov monoksid reduktaza, Nor nor  

𝑵𝟐𝑶 → 𝑵𝟐 didušikov oksid reduktaza, Nos ili N2OR nosZ 
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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 dušika. Izbor egzogenog izvora 

ugljika bitan je za denitrifikaciju i utječe na brzinu denitrifikacije, proizvodnju i nakupljanje 

međuprodukata 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): 

 Izvore ugljika u tekućoj fazi 

 Komercijalni izvori ugljika – metanol, etanol, acetat, octena kiselina 

 Nusprodukti fermentacije otpadne tekućine bogati ugljikom 

 Izvore ugljika u čvrstoj fazi 

 Biorazgradivi polimerni izvor ugljika 

 Sintetizirani iz biomase - proteini, polisaharidi i polilaktačna 

kiselina  

 Petrokemijski proizvodi - polikaprolakton, poliglikolna kiselina i 

polibuten 

 Dobiveni mikrobnom fermentacijom – polihidroksialkanoati (PHA) 

poput primjerice polihidroksibutirata 

 Izvori ugljika u čvrstoj fazi biomase bogate ugljikom 

 Lignoceluloza – drvna biomasa, poljoprivredni otpad (riža, 

pšenica, ječam, kukuruzna slama) 

 Razni celulozni otpad – čvrsti 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 čega se postiže visoka učinkovitost redukcije nitrata. Acetat se lako može konvertirati u 

acetil Co-A koji onda ulazi u citratni ciklus i elektroni otpušteni tijekom oksido-redukcijskih 

reakcija mogu se iskoristiti za denitrifikaciju (Lee i sur., 2018). Lee i sur. (2018) istražili su utjecaj 

6 različitih izvora ugljika na proces denitrifikacije, funkcionalne denitrificirajuće 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 dušika 

dogodila se samo pri korištenju etanola i metanola kao izvora ugljika, pri čemu nisu detektirani 

međuprodukti NO2
–-N i N2O-N. Učinkovitost uklanjanja nitrata kod preostalih izvora ugljika bila 

je najbolja prilikom korištenja glicerola, zatim propionata, acetata i najmanja učinkovitost bila je 

kod upotrebe glukoze. Štetni N2O-N proizveden je samo prilikom korištenja glicerola kao izvora 
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ugljika. Metanol se pokazao kao najučinkovitiji izvor ugljika za denitrifikaciju zbog potencijalne 

prisutnosti metilotrofnih denitrificirajućih bakterija u inokulumu koje koriste spojeve s jednim 

ugljikom kao izvor supstrata (Lee i sur., 2018). 

Ortmeyer i sur. (2021) usporedili su utjecaj četiri izvora ugljika (acetat, glukoza, askorbinska 

kiselina i etanol) na proces denitrifikacije. Najučinkovitiji izvor ugljika bio je etanol pri 10 °C te 

je redukcija nitrata bila viša nego pri sobnoj temperaturi (21,5 °C). Brzine denitrifikacije pri 

upotrebi glukoze bile su puno više pri sobnoj temperaturi, nego pri 10 °C, što je bio slučaj i za 

acetat. Primjena askorbinske kiseline dovela je do nakupljanja biomase i čepljenja što je 

povezano s niskim brzinama reakcija i neučinkovitom denitrifikacijom, što 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 načinom na koji ga denitrificirajući 

mikroorganizmi koriste, što može utjecati na brzinu denitrifikacije (Xu i sur., 2018). Xu i sur. 

(2018) istražili su utjecaj glukoze, natrijevog acetata i PHBV/PLA (poli-(3-hidroksibutirat-ko-3- 

hidroksivalerat)/poli-laktat) polimera na proces denitrifikacije. Brzine denitrifikacije bile su više 

kod glukoze i natrijevog acetata, u odnosu na polimer. Acetat se lako uključuje u reakcije 

metabolizma mikroorganizama, kao i glukoza, dok je PHBV/PLA polimer, zbog velike 

molekulske mase, potrebno razgraditi na jednostavnije spojeve što 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 došlo je do povećane proizvodnje amonijaka što utječe 

na kvalitetu efluenta. Prisutnost glukoze potiče rast bakterija koje sadrže enzime za provođenje 

disimilacijske redukcije nitrata do amonijaka zbog čega se koncentracija amonijaka u efluentu 

povećava (Xu i sur., 2018). U istraživanju Srinandan i sur. (2012) također je došlo do nakupljanja 

amonijaka kada je kao izvor ugljika korištena glukoza, a došlo je i do nakupljanja nitrita zbog 

rasta nitrat amonificirajućih bakterija. 

Mnoga istraživanja pokazala su da je primjena acetata kao izvora ugljika u različitim 

sustavima za obradu otpadnih voda rezultirala višom brzinom denitrifikacije i boljom 

učinkovitošću uklanjanja dušikovih spojeva (NOx-N) u odnosu na druge korištene 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 utječe na preživljavanje bakterija i denitrifikaciju. Tijekom 

denitrifikacije, u reakciji redukcije nitrita do dušikovog monoksida, nastaju OH– ioni koji utječu 

na pH vrijednost miješane tekućine ako sustav nije puferiran (reakcija 4). Vrijednost pH utječe 
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na aktivnost svih enzima pa tako i na četiri denitrificirajuće reduktaze (slika 2, tablica 3) koje 

sudjeluju u denitrifikaciji te može doći do neravnoteže redukcijske kinetike između reduktaza. 

Alkalna pH vrijednost inhibira nitrit reduktazu što dovodi do nakupljanja nitrita. Inhibicija 

redukcije nitrita jedan je od načina kako bakterije izbjegavaju daljnji porast pH vrijednosti. Za 

većinu denitrificirajućih 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 lužnatih uvjeta, na bakterijsku aktivnost i aktivnost 

enzima utječe 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), 

citotoksična je i lako prolazi kroz bakterijske membrane (Hartop i sur., 2017). 

 

𝐶𝐻ଷ𝐶𝑂𝑂𝐻 +  𝑁𝑂ଶ
ି + 2 𝐻ଶ𝑂 → 2 𝐶𝑂ଶ + 16 𝑁𝑂 + 8 𝑂𝐻ି   [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 

početnoj fazi procesa, koje denitrificirajuće bakterije naknadno koriste za redukciju nitrata, pri 

čemu se stvara lužnato područje, te se na kraju postiže 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) proučavali 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 povećanjem pH, ali je aktivnost enzima varirala. Brzina 

denitrifikacije je bila najbolja pri pH 7 i 8, nakupljanje nitrita bilo je smanjeno. Smanjenje ili 

povećanje pH vrijednosti izvan optimalnog raspona rezultiralo je smanjenom brzinom 

denitrifikacije i nakupljanjem međuprodukata denitrifikacije (Saleh-Lakha i sur., 2009). 

Glass i Silverstein (1998) također su uočili da pri nižim pH vrijednostima (6,5 i 7,0) dolazi 

do značajne inhibicije denitrifikacije te su vrijednosti brzine redukcije nitrata i nitrita beznačajne 

što je povezano s toksičnošću nitrita pri gotovo neutralnom pH. S druge strane, pri višim pH 

vrijednostima (7,5, 8,5 i 9,0) nije došlo do inhibicije denitrifikacije, ali je došlo do nakupljanja 

nitrita zbog kompeticije za elektrone između nitrat i nitrit reduktaze koja je izraženija pri višim 

pH vrijednostima. Redukcija nitrita učinkovitija je nakon potpune potrošnje nitrata jer nema više 

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

Optimalna temperatura za provođenje procesa denitrifikacije je u rasponu od 20 °C do 30 

°C (Lu i sur., 2014). Povećanjem temperature dolazi do povećanja brzine denitrifikacije. Pri 

nižim temperaturama (15 °C) brzina i učinkovitost redukcije nitrata su niže, dok optimalna 

temperatura (25-35 °C) poboljšava redukciju nitrata, ali također dovodi do povećanja 

nakupljanja nitrita i didušikovog oksida (Lee i sur., 2018). 

Saleh-Lakha i sur. (2009) proučavali su utjecaj temperature na denitrifikaciju kod bakterije 

Pseudomonas mandelii. Pri temperaturi od 10 °C ekspresija denitrificirajućih gena bila je 

usporena rezultirajući usporenom redukcijom nitrata i nakupljanjem nitrita. Pri višoj temperaturi, 

20 °C i 30 °C, enzimska aktivnost bila je veća što je dovelo do bržeg iskorištenja nitrata i više 

brzine denitrifikacije. Niže temperature rezultirale su nižim brzinama enzimskih reakcija što 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 biološku denitrifikaciju, a čiji sastav ovisi o odabranom izvoru ugljika 

(Ortmeyer i sur., 2023; Ortmeyer i sur., 2021). 

 

2.3.4. Omjer KPK/N (C/N) 
 

Omjer C/N definiran je omjerom mase dostupnog izvora ugljika i mase dušikovih spojeva 

koji se reduciraju te je za potpunu denitrifikaciju potrebno osigurati odgovarajuću količinu izvora 

ugljika kao donora elektrona (Krishna Mohan i sur., 2016). Kako bi se rast i metabolizam 

mikroorganizama nesmetano odvijao bitni su ugljik i dušik pri čemu ugljik služi kao građevna 

jedinica i izvor energije, dok dušik sudjeluje u sintezi aminokiselina, proteina i nukleinskih 

kiselina (Xi i sur., 2022). Prekomjerna količina izvora ugljika uzrokuje gubitak skupih izvora 

elektrona i sekundarno onečišćenje, odnosno povećanje KPK u efluentu, dok nedovoljna 

količina donora elektrona uzrokuje nepotpunu denitrifikaciju i nakupljanje međuprodukata 

denitrifikacije (Wang i sur., 2021; Krishna Mohan i sur., 2016).  

Chen i sur. (2023) zamijetili su kako visoki KPK/NO3-N omjer (4, 5, 6) (prekomjerna 

koncentracija izvora ugljika) potiče rast potpunih denitrifikanata smanjujući nakupljanje nitrita i 

povećavajući emisiju N2O. S druge strane, niski KPK/NO3-N omjer (1, 2 i 3) rezultirao je niskom 

učinkovitošću denitrifikacije (54,45 %) i povećanom koncentracijom nitrata u efluentu (do 200 

mg NO3-N/L) zbog nedostatne koncentracije izvora ugljika. Lee i sur. (2018) su pokazali da pri 

C/N omjeru 0, nije došlo do redukcije nitrata zbog nedostatka donora elektrona, pri C/N 

omjerima 1,28 i 2,57 došlo je do nakupljanja N2O zbog ograničene opskrbe elektronima te je 

pri C/N omjerima 5,14 i 12,85 došlo do potpune denitrifikacije. Za promatranje utjecaja C/N 

omjera, kao izvor ugljika korišten je natrijev acetat. Pri C/N omjerima nižim od 2,5 može doći 
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do nakupljanja nitrita ili N2O tijekom denitrifikacije zbog kompeticije za elektrone između reakcija 

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

 

2.3.5. Koncentracija otopljenog kisika 
 

Koncentracija otopljenog kisika bitan je čimbenik u procesu denitrifikacije jer prisutnost 

kisika inhibira reakcije denitrifikacije. Bakterije koje provode denitrifikaciju također mogu 

provoditi aerobnu respiraciju te radije koriste kisik kada je dostupan. Aerobna respiracija je 

učinkovitija te će ju zbog toga bakterije preferirati u donosu na denitrifikaciju (Dyagelev i sur., 

2019; Zhang i Zhang, 2018) 

Jedan od glavnih problema procesa denitrifikacije na uređajima za biološku obradu otpadnih 

voda je osiguravanje striktno anoksičnih uvjeta (potpuno odsustvo otopljenog kisika) u zoni 

denitrifikacije. Otopljeni kisik najčešće ulazi u anoksičnu zonu recikliranjem aktivnog mulja te 

će dio organskih spojeva koji ulaze u anoksičnu zonu biti oksidirani otopljenim kisikom, a 

najprije će se oksidirati lako oksidirajuće tvari (Dyagelev i sur., 2019). 

Uklanjanje kisika predtretmanima predstavlja dodatan trošak. Zhang i Zhang (2018), u 

pokušaju nalaska rješenja za problem dodatnih troškova, istražili su utjecaj biorazgradive 

plastike kao izvora ugljika pri anoksičnim 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. Iako je tijekom 

eksperimenata došlo do naglog nakupljanja nitrita, do kraja eksperimenta njihova koncentracija 

se u potpunosti smanjila te nisu detektirani po završetku eksperimenta. Zhang i Zhang (2018) 

također su zaključili kako bi se predobrada otpadne vode mogla izbjeći uporabom biorazgradive 

plastike kao izvora ugljika te kako bi se time smanjili troškovi predobrade. 

 

2.3.6. Hidrauličko vrijeme zadržavanja 
 

Hidrauličko vrijeme zadržavanja (engl. Hydraulic Retention Time, HRT) je potrebno vrijeme 

kontakta između biomase (denitrificirajućih bakterija) i supstrata (nitrata) prisutnog u otpadnoj 

vodi (Guo i sur., 2017). HRT izravno je povezan s učinkovitošću uklanjanja nitrata zbog čega je 

potrebno odrediti odgovarajuću HRT vrijednost. Smanjenje HRT do određene vrijednosti dovodi 

do povećanja koncentracije nitrata i nitrita u efluentu zbog nepotpune redukcije. Suprotno tome, 

povećanje HRT vrijednosti potiče denitrificirajuće bakterije na učinkovitiju razgradnju organskih 

spojeva što povećava brzinu uklanjanja nitrata zbog dovoljnog vremena kontakta između 

denitrificirajućih bakterija i otpadne vode, ali istodobno dovodi do povećanja koncentracije 

otopljenog organskog ugljika i amonijevih soli u efluentu (Fu i sur., 2022; Guo i sur., 2017). 
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2.3.7. Denitrificirajuće 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). Denitrificirajuće 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 slučaju kisik inhibitor procesa denitrifikacije (Ortmeyer i sur., 

2021; Dyagelev i sur., 2019). Nemaju sve denitrificirajuće bakterije sposobnost potpune 

denitrifikacije nitrata do elementarnog dušika jer im nedostaju nirS, norB ili nosZ geni koji 

kodiraju za nitrit, dušikov monoksid i didušikov oksid reduktaze (slika 2, tablica 3) te ne može 

doći do redukcije nitrita do NO, NO do N2O, ni N2O do N2. Tijekom procesa uklanjanja dušika 

iz otpadne vode potpuna denitrifikacija provodi se suradnjom različitih denitrificirajućih bakterija 

prisutnih u mikrobnoj kulturi aktivnog mulja (Han i sur., 2020; Holmes i sur., 2018). Podjela 

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

 

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

Vrsta denitrificirajućih bakterija Korak denitrifikacije koji provode 

Potpuni denitrifikanti baterije koje reduciraju NO3–N i NO2–N do N2 

Nepotpuni denitrifikanti bakterije koje mogu samo reducirati NO3–N do 

NO2–N 

Nepotpuni nitrit reducirajući denitrifikanti  bakterije koje mogu reducirati NO3–N do NO2–N, 

ali reakcija je inhibirana supstratom (NO3–N) 

Isključivi nitrit reducirajući denitrifikanti bakterije koje mogu reducirati samo NO2–N 

Nedenitrifikanti  bakterije koje ne mogu reducirati ni NO3–N ni 

NO2–N 

 

Identifikacija i analiza različitih populacija denitrificirajućih bakterija pomažu u shvaćanju 

strukture mikrobne zajednice, funkcionalnih gena i prilagodljivosti zajednice okolišu u kojem se 

nalazi. Molekularna metoda genskog sekvencioniranja koristi se za taksonomsku identifikaciju 

i proučavanje filogenetske strukture zajednica denitrificirajućih bakterija pri čemu se kao 

filogenetički i funkcionalni biomarkeri koriste 16S rRNA geni ili geni koji kodiraju za 

denitrifikacijske reduktaze. Neke od molekularnih metoda koje se također koriste za analizu 

strukture mikrobne zajednice i njenog denitrificirajućeg potencijala su denaturirajuća gel 

elektroforeza, polimorfizam dužine restrikcijskih fragmenata, fluorescentna in situ hibridizacija  

i sondiranje DNA stabilnim izotopima (Lu i sur., 2014). Zahvaljujući molekularnim metodama 
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identificirane su mnoge vrste denitrificirajućih bakterija, a neke od denitrificirajućih bakterija 

spadaju u slijedeće 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 međuproduktima 

denitrifikacije (Miao i sur., 2017; Lu i sur., 2014). Prilikom korištenja metanola kao izvora ugljika 

detektirane su bakterije rodova Hyphomicrobium i Paracoccus kao dominantni rodovi, dok je 

prilikom korištenja acetata dominantni rod denitrificirajućih 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 denitrificirajuće bakterije, pretežno roda Thauera. Sustavi u kojima su 

korišteni glukoza i PHBV/PLA polimer poticali su rast hidrolizirajućih i fermentativnih bakterija 

koje imaju metaboličke puteve bitne za razgradnju organskih tvari visoke molekulske mase. 

Prisutnost glukoze poticao je i rast bakterija koje provode disimilacijsku redukciju nitrata u 

amonijak, zbog čega je bila povećana proizvodnja amonijaka.  

Prilikom korištenja acetata kao izvora ugljika identificirane su bakterije koljena 

Proteobacteria (β-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 MEĐUPRODUKATA DENITRIFIKACIJE 
 

Tijekom procesa denitrifikacije nastaju međuprodukti dušikov monoksid (NO) i didušikov 

oksid (N2O), bezbojni, toksični plinovi koji pridonose efektu staklenika, pri čemu je N2O 300 puta 

jači od ugljikovog dioksida (CO2) (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 

utječe na metabolizam mnogih prokariota i eukariota (Wang i sur., 2016) te pridonosi i 

uništavanju ozonskog omotača (Lu i Chandran, 2010). 

Nakupljanje N2O u procesu denitrifikacije ovisi i o vrsti i koncentraciji izvora ugljika, početnoj 

koncentraciji nitrata, C/N omjeru, koncentraciji otopljenog kisika, temperaturi i pH vrijednosti 

(Lee i sur., 2018; Wu i sur., 2014).  
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Reakcije denitrifikacije odvijaju se paralelno (jednadžba 3), a nakupljanje različitih 

međuprodukata ovisi o kompeticiji za elektrone koja rezultira različitom distribucijom elektrona 

između reduktaza (Wang i sur., 2021). Za biološku denitrifikaciju potrebni su donori elektrona 

kako bi se nitrat mogao reducirati do molekularnog dušika zbog čega denitrificirajuće bakterije 

metaboliziraju izvore ugljika pri čemu se proizvodi NADH (nikotinamid adenin dinukleotid). 

Putem transportnog lanca elektrona NADH predaje svoje elektrone do odgovarajućih 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 povećanja emisije N2O zbog ograničene dostupnosti 

organskog ugljika, nema donora elektrona i kompeticija za elektrone je izraženija (Lee i sur., 

2018).  

Wu i sur. (2014) uočili su da je emisija N2O tijekom endogene denitrifikacije bila puno manja 

kada je kao akceptor elektrona korišten NO3
–-N te je iznosila 0,8 %, u odnosu na NO2

–-N kada 

je emisija bila znatno veća i iznosila 11,8 %. Kao organski izvor ugljika koristili su acetat i 

metanol pri čemu je prilikom korištenja acetata kao izvora ugljika došlo do nakupljanja visoke 

koncentracije nitrita. Nitriti inhibiraju aktivnost didušik oksid reduktaze tijekom denitrifikacije pri 

čemu dolazi do nakupljanja didušikovog oksida i njegove emisije (Wu i sur., 2014; Alinsafi i sur., 

2008). Osim nitrita, kisik ima velik utjecaj na inhibiciju aktivnosti didušik oksid reduktaze (Alinsafi 

i sur., 2008). 

Neki denitrificirajući mikroorganizmi imaju sve potrebne gene koji kodiraju za enzime za 

redukciju nitrata do molekularnog dušika, dok drugim mikroorganizmima nedostaju određeni 

geni zbog čega dolazi do nakupljanja međuprodukata. Zbog toga nakupljanje međuprodukata i 

brzina razgradnje istih ovisi o razvijenoj mikrobnoj kulturi koja se koristi u procesu denitrifikacije 

(Han i sur., 2020). 

Wang i sur. (2019) proučavali su utjecaj KPK/N omjera i početne vrijednosti pH na 

nakupljanje NO i N2O. Nakupljanje NO uvelike je ovisilo o omjeru KPK/N pri čemu se 

povećanjem KPK/N omjera do vrijednosti 6 povećalo nakupljanje NO do maksimalne vrijednosti 

od 0,665 mg/L zbog veće brzine redukcije nitrata. S druge strane, pri nižim omjerima KPK/N 

(KPK/N 1), nedostatak donora elektrona smanjuje brzinu redukcije nitrata i dolazi do manjeg 

nakupljanja NO pri čemu je maksimalna koncentracija NO iznosila 0,140 mg/L. Nakupljanje 

N2O ovisi o kompeticiji elektrona između denitrifikacijskih reduktaza. Kompeticija za elektrone 

je pojačana pri niskim KPK/N (KPK/N 1) omjerima zbog sporije opskrbe elektronima što 

pridonosi nakupljanju N2O jer didušikov oksid reduktaza (Nos) ima manji afinitet za elektrone u 

odnosu na nitrat i nitrit reduktaze. Najveći elektronski afinitet ima nitrat reduktaza (Nar), zatim 

nitrit reduktaza (Nir), a najmanji didušikov oksid reduktaza (Nos) (Han i sur., 2020). 

Wang i sur. (2019) uočili su kako se nakupljanje N2O odvija u dvije faze: egzogena i 

endogena denitrifikacija. Tijekom egzogene denitrifikacije dostupan je vanjski izvor ugljika što 
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ubrzava denitrifikaciju i nakupljanje N2O, dok tijekom endogene denitrifikacije nema vanjskog 

izvora ugljika, već denitrificirajući mikroorganizmi koriste unutarstanične izvore ugljika, odnosno 

polimere. Tijekom endogene denitrifikacije redukcija N2O je sporija, ali dolazi do većeg 

nakupljanja zbog korištenja unutarstaničnog polimera kao donora elektrona čija razgradnja je 

sporija od razgradnje vanjskih izvora ugljika. 

Nakupljanje NO i N2O smanjuje se povećanjem početne vrijednosti pH tijekom procesa 

denitrifikacije. Pri pH vrijednosti 6 dolazi do značajnog nakupljanja NO zbog prisutnosti 

slobodne nitritne kiseline koja u visokim koncentracijama inhibira dušikov monoksid reduktazu 

(Nor) i time usporavajući redukciju NO što rezultira njegovim nakupljanjem. Nagli porast 

koncentracije NO pri niskom pH može biti povezan i s deprotonacijom HNO2, ne samo s 

nakupljanjem zbog inhibitornog djelovanja visoke koncentracije HNO2. Kada koncentracija NO 

poraste ona može djelovati inhibirajuće na Nor i Nos reduktaze i time produžujući nakupljanje 

NO. Smanjenjem koncentracije NO, putem emisije ili potencijalne dismutacije NO, pri čemu se 

NO razgrađuje na N2 i O2, 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 čega dolazi do 

nakupljanja N2O, dok se povećanjem pH inhibicijski učinak smanjuje (Wang i sur., 2019). Osim 

inhibicijskog djelovanja, pH utječe i na brzinu oksidacije ugljika tijekom denitrifikacije. Niski pH 

usporava brzinu oksidacije ugljika čime se pojačava kompeticija za elektrone između reduktaza 

(Nar, Nir, Nor i Nos). S obzirom na to da Nos ima najmanji afinitet za elektrone doći će do 

nakupljanja N2O. Aktivnost Nos enzima također inhibiraju povećane koncentracije NO i HNO2 

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

 

2.5. NOVE METODE BIOLOŠKE DENITRIFIKACIJE 
 

Huang i sur. (2023) opisuju nove tehnologije denitrifikacije kao što su skraćena 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 

dušik procesom denitrifikacije. Prvi korak je regulacija procesa nitrifikacije kako bi proces stao 

nakon nitritacije, odnosno inhibicija oksidacije nitrita do nitrata, što se postiže regulacijom 

koncentracije otopljenog kisika i vrijednosti pH kako bi se akumulirale i namnožile amonijak 

oksidirajuće bakterije i isprale/inhibirale nitrit oksidirajuće bakterije. Tim korakom se ostvaruje 

ušteda na potrebnoj količini kisika.  

Anaerobnu oksidaciju amonijaka provode anaerobne amonijak oksidirajuće bakterije pri 

čemu amonijak prevode od elementarnog dušika koristeći nitrite kao akceptore elektrona 
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(Kuenen, 2008). Zbog potrebnih striktno anaerobnih uvjeta smanjena je potreba za kisikom, 

time i potrošnja energije, a zbog autotrofnosti procesa nije potrebno dodavati izvore ugljika što 

čini ovu metodu prikladnom za denitrifikaciju otpadne vode s niskim C/N omjerom (Chini i sur., 

2019). 

Istovremena nitrifikacija i denitrifikacija uključuju odvijanje dvaju procesa u istom vremenu i 

prostoru čime se smanjuje potreban volumen reaktora (Masoudi i sur., 2018), kao i potreba za 

aeracijom i dodatkom izvora ugljika, a pH stabilnost procesa pridonosi smanjenju troškova 

budući da se tijekom procesa nitrifikacije nakupljaju vodikovi ioni koji snižavaju vrijednost pH 

miješane tekućine, 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 provođenja heterotrofne aerobne nitrifikacije i denitrifikacije 

zbog čega mogu iskoristiti izvore ugljika za pretvorbu amonijaka, nitrata i nitrita do organskog 

ili elementarnog dušika (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 više koncentracije izvora ugljika i višu brzinu aeracije u 

odnosu na tradicionalnu biološku denitrifikaciju zbog čega 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 I NO2-N KAO AKCEPTORE 
ELEKTRONA 
 

Aktivni mulj korišten u pokusima denitrifikacije je podrijetlom s lokalnog uređaja za biološku 

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 naizmjeničnim 

pokusima aerobne nitrifikacije s kontrolom vrijednosti pH na 7,2, odnosno na 8,0 (slika 4), i 

anoksične denitrifikacije.  

 

 

 
Slika 4. Vođenje procesa nitrifikacije s kontrolom pH vrijednosti na 7,2, odnosno na 8,0 

pomoću 2 M NaOH  
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Volumen aktivnog mulja tijekom 30 minuta taloženja je iznosio 230 mL/L (slika 5). 

 

 

 
Slika 5. Taloživost mikrobne kulture aktivnog mulja korištene u pokusima denitrifikacije 

 

Tijekom perioda aklimatizacije namnožene su mikrobne vrste mikroorganizama odgovore 

za procese nitrifikacije, odnosno denitrifikacije (slika 6). Također, mikroorganizmi su se 

postepeno aklimatizirali na nitrate, odnosno nitrite kao akceptore elektrona. Pokusi su 

provedeni s 1,8 ± 0,2 g MLSS/L. Veličina MLSS (engl. Mixed Liquor Suspended Solids, hrv. 

suspendirane čestice miješane tekućine) se uobičajeno koristi za određivanje koncentracije 

aktivnog mulja. 
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Slika 6. Mikroskopski prikaz kulture aktivnog mulja korištene u pokusima denitrifikacije, 

povećanje 100 puta, slikano svjetlosnim mikroskopom (Carl Zeiss Jena, Njemačka; Meiji, 
Japan) 

 

3.2. SINTETSKA OTPADNA VODA  
 
Pokusi denitrifikacije su provedeni sa sintetskom otpadnom vodom. Kao izvor ugljika 

korišten je natrijev acetat (p.a., Merck, Njemačka) dodan na početku pokusa u jednom pulsu 

da bi se postigao omjer KPK/N 10. U pokusima s nitratom kao akceptorom elektrona dodana je 

otopina KNO3 (p.a., Merck, Njemačka), koja je priređena otapanjem soli KNO3 u destiliranoj 

vodi u koncentraciji 500 mg NO3-N/L, na početku pokusa u jednom pulsu za postizanje željene 

početne koncentracije NO3-N (20 ± 3 mg NO3-N/L, 40 ± 3 mg NO3-N/L i 60 ± 3 mg NO3-N/L). U 

pokusima s nitritom kao akceptorom elektrona je dodana odgovarajuća količina otopine NaNO2 

(p.a., Merck, Njemačka), priređena otapanjem soli NaNO2 u destiliranoj vodi u koncentraciji 500 

mg NO2-N/L, za postizanje željene početne 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 šaržni 

u staklenim čašama volumena 800 mL, radnog volumena 600 mL (slika 7). Čaše su bile 

postavljene na magnetske miješalice (Thermo Scientific, Super-Nuova, Švicarska) 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, Njemačka). Anoksični uvjeti 

i kontakt mikroorganizama aktivnog mulja i sintetske vode su osigurani miješanjem miješane 

tekućine na magnetskoj miješalici, pri čemu je koncentracija otopljenog kisika praćena i tijekom 
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pokusa je bila ≤ 0,2 mg DO/L. Tijekom provođenja pokusa prevladavala je sobna temperatura. 

Pokusi su provedeni u tri ponavljanja pri čemu prikazani rezultati predstavljaju srednju 

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

su dvije serije pokusa: (i) denitrifikacija s NO3-N kao akceptorom elektrona; i (ii) denitrifikacija s 

NO2-N kao akceptorom elektrona. 

 

 

 
Slika 7. Aparatura korištena za šaržne pokuse denitrifikacije 

 

 

 

Tablica 5. Shema pokusa denitrifikacije 
 

Omjer 

KPK/N 

Koncentracija 

mikrobne biomase,  

g MLSS/L 

Početna 

koncentracija 

NO3-N, mg/L 

Omjer 

KPK/N 

Koncentracija 

mikrobne biomase,  

g MLSS/L 

Početna 

koncentracija 

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. ANALITIČKE METODE  
 
Za vrijeme pokusa periodično su uzimani uzorci miješane tekućine za određivanje 

koncentracije MLSS, KPK, NO3-N i NO2-N, pri čemu su svi uzorci, osim uzorka za određivanje 

MLSS, filtrirani kroz grubi filter papir veličine pora 0,45 µm (slika 8). Također, praćene su 

temperatura, koncentracija otopljenog kisika (WTW FDO 925; Multi 3420 SET KS1, Njemačka) 

i vrijednost pH (SenTix 940-3; Multi 3420 SET KS1, Njemačka) u miješanoj tekućini.  

 

 

 

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

 

3.4.1. Određivanje MLSS 
 
MLSS je način izražavanja koncentracije aktivnog mulja, a određuje se izračunom razlike 

mase filter papira s talogom aktivnog mulja i mase čistog suhog filter papira, pri čemu su oba 

filter papira sušena u sušioniku (Instrumentaria ST-05) do konstante mase pri 105 °C. 

Postupak određivanja koncentracije aktivnog mulja provodi se na način da se uzme poznati 

volumen homogene suspenzije aktivnog mulja te se filtrira kroz čisti, osušeni, prethodno 

izvagani filter papir. Filter papir s uzorkom zatim se suši na 105 °C do konstante mase te se 

stavlja u eksikator na hlađenje. Ohlađeni, suhi filter papir s uzorkom se važe te se koncentracija 

aktivnog mulja, izražena u g/L, izračuna dijeljenjem razlike mase suhog filter papira s uzorkom 

i mase čistog, suhog filter papira, s volumenom uzete suspenzije aktivnog mulja (jednadžba 5). 

 

𝑀𝐿𝑆𝑆 ቂ
௚

௅
ቃ =  

௠೚೘ି ௠೑

௠௅ ௨௭௢௥௞௔
 × 1000    [5] 
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pri čemu je mom masa osušenog filter papira s uzorkom aktivnog mulja (g), mf masa čistog, 

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

 

Pribor: 

Pipeta 

Lijevak 

Čašica 

Osušeni i izvagani filter papir 

Sušionik 

Eksikator  

 

3.4.2. Određivanje kemijske potrošnje kisika (KPK)  
 
Kemijska potrošnja kisika predstavlja koncentraciju organskih sastojaka i određivana je 

titrimetrijski prema Standardnim Metodama (APHA, 2005), prema metodi 5220C (Closed 

Reflux, Titrimetric method). 

Određivanje KPK provodi se tako da se uzorak spaljuje u kiseloj sredini, pri čemu se kao 

katalizator koristi srebro sulfat (Ag2SO4, p.a., Merck, Njemačka) te se za sprječavanje 

interferencije određenih anorganskih spojeva, kao što su kloridi, dodaje živin sulfat (HgSO4, 

p.a., Merck, Njemačka). Suvišak kalijeva bikromata (K2Cr2O7, p.a., Merck, Njemačka) titrira se 

otopinom feroamonijevog sulfata ((NH4)2Fe(SO4)2x6H2O, Kemika), FAS, uz dodatak feroina 

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

 

6𝐹𝑒ଶା +  𝐶𝑟ଶ𝑂଻
ଶି + 14𝐻ା  →  6𝐹𝑒ଷା +  2𝐶𝑟ଷା + 7𝐻ଶ𝑂  [6] 

 

Postupak određivanja KPK provodi se na način da se 2 mL uzorka otpipetira u staklenu 

kivetu, zatim se doda 1,2 mL otopine K2Cr2O7 + HgSO4, i 2,8 mL otopine Ag2SO4 + H2SO4 

(GRAM-MOL), kiveta se zatvori čepom, promiješa 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 ohlađeni uzorak se titrira (Digitalna bireta Solarus, Hirschman-

Laborgeräte) otopinom FAS (0,1 mol/L) uz dodatak indikatora feroina. Tijekom titracije dolazi 

do promjene boje iz plavo-zelene u smeđe-crvenu. Za slijepu probu umjesto uzorka se uzima 

destilirana voda te se provodi isti postupak određivanja KPK. Za određivanje faktora otopine 

feroamonijevog sulfata, koji se računa prema jednadžbi (7), provodi se isti postupak kao za 

slijepu probu uz iznimku izostavljanja koraka spaljivanja uzorka. 
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𝑓 =  
ଵ,ଶ

௏೑ೌೞ
       [7] 

 

U jednadžbi (7) 1,2 predstavlja volumen otopine K2Cr2O7 + HgSO4 (mL), dok Vfas predstavlja 

volumen otopine FAS utrošene za titraciju (mL). 

Vrijednost KPK računa se prema jednadžbi (8): 

 

𝐾𝑃𝐾 ቂ
௠௚ைమ

௅
ቃ =  

(௏భି ௏మ)×௖×௙×଼଴଴଴

௏ೠ೥೚ೝೖೌ
    [8] 

 

pri čemu V1 predstavlja volumen otopine FAS utrošen za titraciju slijepe probe (mL), V2 

predstavlja volumen otopine FAS utrošen za titraciju uzorka (mL), c koncentraciju otopine FAS 

(0,1 mol/L) i f faktor otopine FAS. 

 

Pribor: 

Staklene kivete s čepovima 

Pipete 

Digestor 

Dispenzeri 

Titrator  

  

3.4.3. Određivanje koncentracije nitrata (NO3-N)  

 
Određivanje koncentracije nitrata provedeno je pomoću kivetnih testova Merck 

Spectroquant 1.14773. Metoda se temelji na reakciji nitratnih iona u sumpornoj kiselini s 

derivatom benzojeve kiseline pri čemu nastaje nitro spoj koji daje crveno obojenje te se 

određuje fotometrijski. 

 

Postupak: 

U staklenu kivetu otpipetira se 1,5 mL uzorka i žličica NO3-1 reagensa. Kiveta se dobro 

zatvori i miješa kako bi se reagens otopio. Zatim se dodaje 5 mL koncentrirane sumporne 

kiseline, kiveta se zatvori i promiješa pri čemu dolazi do zagrijavanja uzorka. Reakcijsko vrijeme 

je 10 minuta, nakon čega se koncentracija nitrata, izražena u mg/L, očita na fotometru (SQ200 

Merck, Njemačka). 

 

Pribor: 

Kivetni testovi Merck Spectroquant 1.14773 (raspon koncentracije 0,2 - 20 mg NO3-N/L) 
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Staklene kivete s čepovima 

Pipete 

Fotometar, SQ200 Merck, Njemačka  

 

3.4.4. Određivanje koncentracije nitrita (NO2-N)  
 
Određivanje koncentracije nitrita provedeno je pomoću 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 čemu nastaje diazonijeva 

sol, koja reagira s N-(1-naftil) etilendiamin dihidroklorom i nastaje crveno-ljubičasto azo 

obojenje. Intenzitet obojenja se određuje fotometrijski. 

 

Postupak: 

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

zatvori i miješa kako bi se reagens otopio. Reakcijsko vrijeme je 10 minuta, nakon čega se 

koncentracija nitrita, izražena u mg/L, očita na fotometru (SQ200 Merck, Njemačka). 

 

Pribor: 

Kivetni testovi Merck Spectroquant 1.14776 (raspon koncentracije 0,002 - 1 mg NO2-N/L) 

Staklene kivete s čepovima 

Pipete 

Fotometar, SQ200 Merck, Njemačka  

 

3.4.5. Određivanje vrijednosti pH 
 

Za određivanje vrijednosti pH korišten je pH metar (Multi 3420 SET KS1, Njemačka) i pH 

elektroda (SenTix 940-3, Njemačka). Prije pokusa napravljena je kalibracija tako što se pH 

elektroda uranjala u pufer otopine s pH 4, pH 7 i pH 10 prema uputama proizvođača. Tijekom 

pokusa pH elektroda je bila uronjena u miješanu tekućinu i vrijednost pH je očitavana sa zaslona 

pH metra. Nakon završetka mjerenja, pH elektroda je isprana destiliranom vodom i čuvana u 

otopini elektrolita, zasićenoj otopini kalijeva klorida, KCl (p.a., Merck, Njemačka). 

 

3.4.6. Određivanje koncentracije otopljenog kisika 
 
Za određivanje koncentracije otopljenog kisika korišten je mjerač otopljenog kisika (Multi 

3420 SET KS1, Njemačka) i kisikova elektroda (WTW FDO 925, Njemačka). Prije pokusa 

instrument je umjeren prema uputama proizvođača. Tijekom pokusa elektroda je bila uronjena 
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u miješanu tekućinu i koncentracija otopljenog kisika je očitavana sa zaslona uređaja izražena 

u mg/L. 

 

3.4.7. Određivanje temperature 
 
Tijekom pokusa temperatura je motrena očitavanjem sa zaslona uređaja pomoću 

temperaturnog senzora na pH elektrodi (SenTix 940-3; Multi 3420 SET KS1, Njemačka) i 

kisikovoj elektrodi (WTW FDO 925; Multi 3420 SET KS1, Njemačka) uronjenih u miješanu 

tekućinu. 

 

3.4.8. Izračun slobodne nitritne kiseline (FNA) 
 

Slobodna nitritna kiselina se računa prema jednadžbi (9): (Anthonisen i sur., 1976) i 

izražava u mg/L. 

 

FNA ቀ
୫୥

୐
ቁ =

⌊୒⌋ (
ౣౝ

ై
)

ୣ
షమయబబ

మళయశ౐(℃)×ଵ଴౦ౄ

        [9] 

 

 

3.4.9. Mikroskopiranje aktivnog mulja 
 

Aktivni mulj je mikroskopiran i promatran pod svjetlosnim mikroskopom.  

 

Pribor:  

Mikroskop (Carl Zeiss Jena, Njemačka; Meiji, Japan) 

Predmetno stakalce 

Pokrovnica 

Kapaljka 

 

3.4.10. Određivanje volumena istaložene biomase 
 

Volumen istaložene biomase (SV30, engl. Sludge Volume) je određen na način da je uzet 

homogeni uzorak miješane tekućine, dobro promiješan, i preliven u staklenu menzuru 

volumena 1 L. Nakon 30 minuta je očitan volumen istaložene biomase, izražava se u mL/L.  

 

Pribor:  

Staklena menzura volumena 1 L 

Štoperica  
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3.4.11. Određivanje indeksa mulja 
 

Indeks mulja (SVI, engl. Sludge Volume Index) se određuje tako da se volumen istaložene 

biomase tijekom 30 minuta podijeli s koncentracijom mikrobne biomase, računa se prema 

jednadžbi 10 i izražava se u mL/g.  

 

𝑆𝑉𝐼 =
ௌ௏యబ

ெ௅ௌௌ
         [10] 

 

3.5. STATISTIČKA OBRADA PODATAKA 
 
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti (𝑥̅) pojedinačnog parametra i izračunato je 

prema jednadžbi (11): 

 

𝑥̅ =
ଵ

ே
∑ 𝑥௜

ே
௜ୀଵ       [11] 

 

Pripadajuće standardne pogreške 𝑆௫̅ su izračunate prema jednadžbi (12): 

 

𝑆௫̅ = ට
∑(௫೔ି௫̅)మ

ே(ேିଵ)
      [12] 

 

Pri čemu je N=ukupan broj mjerenja, xi=pojedinačne vrijednosti mjerenja.  

Statistički značajnim smatraju se razlike za koje je stupanj vjerojatnosti p < 0,05.  

Za statističku analizu korišten je Microsoft Excel 2011 (Redmond, Sjedinjene Američke 

Države) i StatSoft Statistica 7.0 (Tulsa, Sjedinjene Američke Države). Dobiveni podaci su 

izraženi kao srednja vrijednost ± standardna devijacija srednje vrijednosti. Višestruka 

usporedba provedena je ANOVA analizom varijance s određenim intervalom pouzdanosti p ≤ 

0,05.  
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4. REZULTATI I RASPRAVA  
 
Na proces denitrifikacije značajni utjecaj imaju operativni čimbenici poput vrste izvora 

ugljika, nedostatka slobodnog molekularnog kisika, vrijednosti pH, koncentracije organskih 

sastojaka, temperature, redoks potencijala, populacije denitrifikanata i njezine aktivnosti, 

nutrijenti, a među njima su najvažniji koncentracija slobodnog molekularnog kisika te vrsta i 

koncentracija organskih sastojaka (Gerardi, 2002). Mikrobna populacija denitrificirajućih 

bakterija kao izvor ugljika za proces denitrifikacije može koristiti organske spojeve koji se nalaze 

u otpadnoj vodi, unutarstanične rezerve ugljika poput primjerice polihidroksialkanoata, i vanjski 

dodani izvor ugljika (Bernat i Wojnowska-Baryła, 2007; Metcalf & Eddy, 2003). Da bi se mogao 

odvijati proces denitrifikacije s otpadnom vodom koja u svom sastavu nema dovoljnu količinu 

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 najčešće koriste acetat, metanol i etanol u laboratorijskim i industrijskim 

sustavima za obradu otpadnih voda biološkim putem (Grgas i sur., 2017; Bernat i Wojnowska-

Baryła, 2007). Količina dodanog izvora ugljika ima izravan utjecaj na učinkovitost i brzinu 

denitrifikacije, mikrobni sastav aktivnog mulja i međuprodukte (Sun i sur., 2017; Liu i sur., 2013; 

Cherchi i sur., 2009). U slučaju kada je količina raspoloživog donora elektrona veća od 

optimalne, porast brzine denitrifikacije je ograničen. U suprotnom slučaju, kada je količina 

donora elektrona nedovoljna, protok elektrona ne može zadovoljiti potrebe za rast stanica, pa 

su narušeni 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 zadovoljavajući učinak obrade i postigle zakonom propisane maksimalne dopuštene 

vrijednosti parametara za ispust u površinske vode i sustav javne odvodnje, potrebno je dodati 

vanjski izvor ugljika na dnevnoj bazi, što predstavlja dodatan trošak na uređaju za obradu 

otpadne vode (Liu i sur., 2017;  Bernat i Wojnowska-Baryła, 2007).  

Kanalizacija može biti izvedena na dva načina: mješoviti i razdjelni sustav kanalizacije. U 

mješovitom sustavu kanalizacije, starijem tipu kanalizacije, otpadne i oborinske vode s područja 

grada se odvode istim odvodnim sustavom u uređaj za obradu otpadnih voda. Mješoviti tip 

kanalizacije je uobičajen za veliki dio starih kanalizacija u Republici Hrvatskoj. Razdjelni sustav 

kanalizacije je noviji i rjeđi 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 NH4-N oko 80 mg NH4-N/L. U komunalnoj otpadnoj vodi koja ima 

mješoviti sustav kanalizacije omjer KPK/N obično 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 vođenja procesa – nitritacija (oksidacija NH4-N do NO2-N) 

ili nitratacija (oksidacija NH4-N do NO3-N). Zbog toga su uvjeti omjer KPK/N 10 i početna 

koncentracija N, 20 ± 3 mg N/L, 40 ± 3 mg N/L i 60 ± 3 mg N/L, odabrani za pokuse denitrifikacije 

s NO2-N i NO3-N kao akceptorom elektrona.   

Pokusi su provedeni s koncentracijom mikrobne biomase 1,8 ± 0,2 g MLSS/L, volumen 

aktivnog mulja tijekom 30 minuta taloženja je iznosio 230 mL/L (slika 5), a SVI 127,8 mL/g. SVI 

na uređajima za obradu otpadnih voda uglavnom varira u rasponu 50 – 150 mL/g, pri čemu se 

mulj koji ima SVI vrijednost u rasponu 100-200 mL/g malo sporije taloži i zadržava više čestica 

tijekom taloženja. 

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:  

o učinkovitosti uklanjanja nitrata, odnosno nitrita (slika 9) 
o omjeru ∆KPK/∆N (slika 10) 
o učinkovitosti uklanjanja KPK (slika 11) 
o brzini denitrifikacije (slika 12) 
o brzini oksidacije organskih sastojaka (slika 13),  

 

i kinetikom denitrifikacije početnih 60 mg NO3-N/L i 60 mg NO2-N/L pri omjeru KPK/N 10 (slika 

14).  

 

 

 
Slika 9. Prikaz učinkovitosti uklanjanja NO3-N, odnosno NO2-N tijekom denitrifikacije nitrata, 

odnosno nitrita početne 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 ∆KPK/∆N tijekom denitrifikacije nitrata, odnosno nitrita početne 

koncentracije 20 ± 3 mg N/L, 40 ± 3 mg N/L i 60 ± 3 mg N/L 
 

 

 

 

 
Slika 11. Prikaz učinkovitosti uklanjanja KPK tijekom denitrifikacije nitrata, odnosno nitrita 

početne 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 početne 

koncentracije 20 ± 3 mg N/L, 40 ± 3 mg N/L i 60 ± 3 mg N/L 
 

 

 

 

 
Slika 13. Prikaz brzine oksidacije organskih sastojaka izraženih kao KPK vrijednost tijekom 

denitrifikacije nitrata, odnosno nitrita početne 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 NO2-N/L pri omjeru KPK/N 10 
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Učinkovitost uklanjanja NO2-N i NO3-N je bila 100 % za sve istražene 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 korištenom izvoru ugljika. Razlike u 

potrebnom omjeru KPK/N za različite izvore ugljika su vidljive na primjerima stehiometrijskih 

reakcija za acetat (jednadžba 13), etanol (jednadžba 14) i otpadnu vodu (jednadžba 15), pri 

čemu se C10H19O3N uglavnom koristi kao prikaz biorazgradivih organskih spojeva koji se nalaze 

u otpadnoj vodi (Metcalf & Eddy, 2003; EPA, 1993): 

 

5 𝐶𝐻ଷ𝐶𝑂𝑂𝐻 + 8 𝑁𝑂ଷ
ି

  ௔௖௘௧௔௧   
ሱ⎯⎯⎯⎯⎯ሮ 4 𝑁ଶ + 10 𝐶𝑂ଶ + 6 𝐻ଶ𝑂 + 8 𝑂𝐻ି     [13] 

5 𝐶𝐻ଷ𝑂𝐻 + 6 𝑁𝑂ଷ
ି

   ௠௘௧௔௡௢௟    
ሱ⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ሮ 3 𝑁ଶ + 5 𝐶𝑂ଶ + 7 𝐻ଶ𝑂 + 6 𝑂𝐻ି     [14] 

𝐶ଵ଴𝐻ଵଽ𝑂ଷ𝑁 + 10 𝑁𝑂ଷ
ି

௢௧௣௔ௗ௡௔ ௩௢ௗ௔  
ሱ⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ሮ 5 𝑁ଶ + 10 𝐶𝑂ଶ + 3 𝐻ଶ𝑂 + 𝑁𝐻ଷ + 10 𝑂𝐻ି  [15] 

 

Nadalje, He i sur. (2018) i Zhao i sur. (2010) ističu 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) ističu za citrat potreban omjer C/N 16. Također, 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 više koncentracije 

organskih spojeva uvijek favoriziraju disimilatornu redukciju nitrata do amonijaka prije nego 

denitrifikaciju ili akumulaciju nitrita. Također, ponekad sastav organskih spojeva može biti 

jednako važan kao i koncentracija ugljika u određivanju konačnih produkata redukcije nitrata 

(Carlson i sur., 2020). 

U realnim sustavima biološki razgradivi organski sastojci iz otpadne vode uglavnom su 

potrošeni tijekom ranijih, aerobnih stupnjeva obrade pa je za denitrifikaciju nakupljenih nitrata 

i/ili nitrita potrebno dodati vanjski izvor ugljika (postanoksična denitrifikacija). Osim 

postanoksične denitrifikacije, u primjeni je i anoksično/aerobni proces, u kojem organski sastojci 

iz otpadne vode služe kao donori elektrona za denitrifikaciju, a nakon toga slijede aerobni 

procesi (Metcalf & Eddy, 2003).  

Utrošena količina organskih sastojaka za redukciju nitrata, odnosno nitrita prikazana je 

omjerom ∆KPK/∆N (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 limitirajući 

čimbenik u procesu denitrifikacije. Utrošena količina organskih spojeva za redukciju nitrata je 

bila u uskom rasponu vrijednosti, i iznosila je 4,3-4,4, i bila je neovisna o početnoj koncentraciji 

nitrata. Isti trend je zapažen i u denitrifikaciji nitrita, pri čemu je omjer ∆KPK/∆N bio niži, bio je 

u rasponu vrijednosti 3,1-3,3, i također neovisan o početnoj koncentraciji nitrita. Omjer 
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∆KPK/∆N je viši za denitrataciju zbog veće potrebne količine organskih sastojaka za potpunu 

denitrifikaciju, nego za denitritaciju jer je u tom slučaju denitrifikacija krenula od nitrita. Potreban 

omjer C/N za denitrataciju i denitritaciju iste početne koncentracije N se razlikuje. Za 

denitrataciju je potreban veći omjer C/N nego za denitritaciju zato što je preskočen korak 

redukcije nitrata u nitrite pa je time i manja potrebna količina donora elektrona za redukciju. Ta 

ušteda na potrebnoj količini organskih sastojaka za denitritaciju jedan je od načina na koji se 

može riješiti problem otpadne vode s niskim omjerom C/N (Kosgey i sur., 2022), međutim, 

denitritacija nije jednostavna zbog inhibitornog djelovanja NO2-N, odnosno HNO2-N na neke 

mikroorganizme aktivnog mulja poput denitrifikanata (Hartop i sur., 2017; Zhou i sur., 2008). 

Učinkovitost uklanjanja KPK je bila podjednaka i neovisna o početnoj koncentraciji N (slika 

11). Kako je je rasla početna koncentracija N, tako je u pokusima rasla i početna koncentracija 

KPK, međutim učinkovitost uklanjanja KPK je bila više-manje slična. Učinkovitost uklanjanja 

KPK je bila viša u denitrifikaciji s nitratima kao akceptorom elektrona jer je za denitrataciju 

potrebna veća količina organskih sastojaka nego za denitrifikaciju preko nitrita. Cilj 

denitrifikacije je reducirati nitrate, odnosno nitrite i pri tome dodati minimalnu potrebnu količinu 

organskih sastojaka tako da po završetku denitrifikacije nema preostalih organskih sastojaka, 

ili da njihova koncentracija bude u skladu s maksimalnim dopuštenim koncentracijama za ispust 

u površinske 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 početnih koncentracija 

nitrata i nitrita 20 ± 3 mg N/L, 40 ± 3 mg N/L i 60 ± 3 mg N/L.   

Porast početne koncentracije N je djelovao povoljno na brzinu denitrifikacije, koja je također 

rasla, i u denitrifikaciji preko nitrata, i u denitrifikaciji preko nitrita (slika 12). Brzina denitrifikacije 

preko nitrata je bila viša od denitrifikacije preko nitrita za oko 12-25 %. Brzine bioloških reakcija 

znatno variraju tijekom biološke obrade otpadnih voda, a jedan od osnovnih čimbenika koji 

utječu 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, Rhodobacter i Dechloromonas (Fang i sur., 2020; Du i sur., 

2017; Yong i sur., 2015; Thomsen i sur., 2007). Na ravnotežu između nitrita i nitrata mogu 

utjecati dva različita bakterijska fenotipa među mikroorganizmima u aktivnom mulju, pravi 

denitrifikanti koji imaju sposobnost redukcije i nitrata i nitrita do plinovitog dušika, i nitrat 

respirirajuće bakterije koje nemaju sposobnost redukcije nitrita (Glass i Silversten, 1998). Kako 

se nitrat respirirajuće bakterije odlikuju većom brzinom rasta i do tri puta, dolazi do njihove 

dominacije (Turk i Mavinic, 1987) i zbog dominacije nitrat reducirajućih bakterija u prisutnosti 

nitrata dolazi do akumulacije nitrita. Jednom kad su nitrati iscrpljeni, pravi denitrifikanti koriste 

raspoloživi nitrit i tako preuzmu dominaciju. Na rast denitrificirajućih bakterija imaju utjecaj 
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koncentracija otopljenog 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). Što je viša 

brzina denitrifikacije nitrita viši je i prag inhibicije nitritom za denitrifikante, zbog prethodnih 

neuspjeha (Yao i sur., 2020).  

S porastom početne koncentracije N, rasla je i početna koncentracija KPK, što je dovelo i 

do porasta brzine oksidacije KPK (slika 13). Brzina oksidacije KPK u denitrifikaciji preko nitrata 

je bila viša nego u denitrifikaciji preko nitrita za oko 34-46 %. Natrijev acetat je vrlo čest odabir 

kao vanjski izvor ugljika za denitrifikaciju zato što se s njim postižu više brzine denitrifikacije u 

usporedbi s drugim izvorima ugljika kao što su glicerol i etanol, međutim, ukoliko se pretjera s 

količinom dodanog acetata onda višak dodanog acetata predstavlja organsko opterećenje i 

zahtjeva dodatan stupanj obrade (Xu i sur., 2018). Acetat je niskomolekularni spoj koji tvori 

acetil Co-A i može se izravno bez potrebe za modifikacijama koristiti u denitrifikaciji zato što je 

acetil Co-A esencijalni dio ciklusa trikarboksilne kiseline, ali i glikolitičkog puta (Onnis-Hayden i 

Gu, 2008).   

Na slici 14 je prikazana usporedna kinetika denitrifikacije preko nitrita i nitrata pri početnoj 

koncentraciji 60 mg N/L. Oksidacija KPK je bila ujednačena i po iscrpljenju NO2-N, odnosno 

NO3-N je prestala. U obrađenoj 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 ujednačenom brzinom, pri čemu je došlo 

do nakupljanja NO2-N do maksimalne koncentracije 8 mg NO2-N/L u 2,5. satu pokusa koji su 

se potpuno reducirali do kraja pokusa. Redukcija nitrita u denitrifikaciji preko nitrita se odvijala 

ujednačenom brzinom. Koncentracija slobodne nitritne kiseline u denitrifikaciji preko nitrata je 

bila niska zbog niske vrijednosti nitrita, dosegla je maksimalnu vrijednost 0,000138 mg HNO2-

N/L u 2. satu pokusa, i zatim se smanjila do kraja pokusa. Koncentracija FNA u denitrifikaciji 

preko nitrita je bila maksimalna na početku pokusa, iznosila je 0,00935 mg HNO2-N/L i tijekom 

pokusa se smanjivala. Koncentracija FNA ovisi o koncentraciji nitrita, temperaturi i vrijednosti 

pH. Što je viša koncentracija nitrita, to je viša koncentracija FNA. Što je viša vrijednost pH to je 

koncentracija FNA niža. U denitrifikaciji preko nitrita, nitriti su se počeli reducirati odmah od 

početka pokusa pa je i koncentracija FNA opadala. Smanjenju koncentracije FNA pridonio je i 

porast vrijednosti pH tijekom pokusa. Za denitrifikaciju je karakterističan porast pH vrijednosti i 

obnavljanje puferskog kapaciteta miješane tekućine (Gerardi, 2002), a do porasta pH vrijednosti 

dolazi tijekom redukcije nitrita do NO pri čemu se proizvode OH– ioni (Tang i sur., 2011). 

Vrijednost pH također utječe na ionski (NO2
–) i molekularni oblik (HNO2) nitrita (Gerardi, 2002). 

Trend vrijednosti pH je bio sličan za denitrifikaciju preko nitrita i nitrata, s blago višim 

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 može dovesti do 

neravnoteže između redukcijske kinetike za sve četiri denitrifikacijske reduktaze. Alkalni pH 

može dovesti do akumulacije međuprodukata denitrifikacije poput nitrita (Sorokin, 2005). 

Vrijednost pH također utječe na elektron transportere, koji mogu dati preferencijalno elektrone 

nekim denitrificirajućim 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 vođeni 

pri sobnoj temperaturi, koja je bila povoljna za proces denitrifikacije (Grady i sur., 1999). 

Koncentracija otopljenog kisika je bila odgovarajuća 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. Više koncentracije otopljenog kisika, > 1,0 mg/L, dovode do 

preusmjeravanja enzimskog sustava denitrifikanata s korištenja nitrata i nitrita kao akceptora 

elektrona na korištenje otopljenog kisika kao akceptora elektrona pri čemu dolazi do 

deaktivacije denitrificirajućih reduktaza. Ukoliko denitrifikanti imaju na raspolaganju otopljeni 

kisik i nitrate/nitrite, denitrifikanti će preusmjeriti enzimski sustav prema otopljenom kisiku za 

oksidaciju organskih sastojaka zato što denitrifikanti prilikom aerobne respiracije organskih 

sastojaka dobivaju više energije nego prilikom anoksične respiracije. Također, tijekom aerobne 

respiracije dolazi i do veće količine proizvedene mikrobne biomase nego u anoksičnim uvjetima 

(Gerardi, 2002). Zbog toga je važno održavati nisku koncentraciju otopljenog kisika tijekom 

procesa denitrifikacije.  
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5. ZAKLJUČCI  

 

1. Učinkovitost uklanjanja NO2-N i NO3-N pri KPK/N omjeru 10 iznosila je 100 % za sve 

istražene početne koncentracije N i nije ovisila o porastu početne koncentracije N. 

2. Omjer ∆KPK/∆N i učinkovitost uklanjanja KPK također su bili neovisni o početnoj 

koncentraciji dušika. Vrijednosti oba parametra bile su više za NO3-N, nego za NO2-N 

kao akceptor elektrona zbog dodatnog koraka redukcije nitrata u nitrite tijekom 

denitratacije, za koji je potrebna veća količina organskih spojeva.  

3. Omjer KPK/N 10 prevelik je za acetat kao izvor ugljika u denitrifikaciji vode s početnim 

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 obrađenoj vodi nakon završetka procesa denitrifikacije. 

4. Porastom početne koncentracije N porasla je brzina denitrifikacije za oba akceptora 

elektrona. Brzina denitrifikacije preko NO3-N bila je viša od denitrifikacije preko NO2-N 

za oko 12-25 %. 

5. Brzina oksidacije KPK također je porasla porastom početne koncentracije N, pri čemu 

je brzina oksidacije KPK preko NO3-N bila viša od brzine oksidacije KPK preko NO2-N 

za oko 34-46 %, što je u skladu s većom potrebom za elektron donorima u procesu 

denitratacije. 
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