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1. UVOD

Fosfor dospijeva u vode vecinom zbog njegove zastupljenosti u poljoprivrednoj industriji,
uglavnom u obliku gnojiva. Poveéana koncentracija fosfora uzrokuje eutrofikaciju vode (Cisse
i Mrabet, 2004; Desmidt i sur., 2015; Khan i Ansari, 2005; Zhang i sur., 2011).

Jedan od nacina uklanjanja fosfora iz otpadnih voda je biolosko uklanjanje fosfora u
anaerobno-aerobnim uvjetima. Biolosko uklanjanje fosfora iz otpadne vode temelji se na
aktivnosti polifosfat akumuliraju¢ih organizama (PAO, engl. Phosphate Accumulating
Organisms) prisutnih u aktivnom mulju. Odvodenjem viska mulja iz sustava uklanja se fosfor

iz otpadne vode (Mino i sur., 1998).

Osim bioloskog uklanjanja fosfora u anaerobno-aerobnim uvjetima provedena su istraZivanja
bioloskog uklanjanja fosfora u aerobnim uvjetima bez anaerobne faze (Ahn i sur., 2002; Beun
i sur., 2000; Dircks i sur., 2001; Guisasola i sur., 2004; Pijuan i sur., 2005; Pijuan i sur., 2006;
Wang i sur., 2008; Vargas i sur., 2009).

U ovom radu dan je prikaz biolosSkog uklanjanja fosfora u striktnim aerobnim uvjetima.
Obradeni su procesni Cimbenici poput izvora ugljika, pH vrijednosti, temperature i
koncentracije otopljenog kisika. Naglasak u radu je stavljen na promjene unutarstanicnih

polimera: glikogena, polihidroksi alkanoata i polifosfata.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Fosfor

Fosfor (P) je nemetal, u periodnom sustavu elemenata se nalazi u dusikovoj skupini i
esencijalan je za cijeli Zivi svijet na Zemlji (Pfitzner i sur., 2004). U prirodi se fosfor ne nalazi
u slobodnom obliku zbog svoje izrazite reaktivnosti, ali je Siroko rasprostranjen u mnogim
mineralima, uglavnom fosfatima, u obliku fosfatnih stijena ili fosforita (Cisse i Mrabet, 2004).
Osim u u stijenama, fosfor se nalazi i u Zivim organizmima (Werner i Ami, 2014). Fosfor je
jedan od najvaznijih biogenih elemenata u zivom svijetu, makronutrijent, te je kao i dusik
ukljucen u glavne fizioloske procese (Zhang i sur., 2011). Male koli¢ine dusika i fosfata nalaze
se u svim vodenim ekosustavima te odrzavaju biolosku ravnotezu u ekosustavima (Khan i
Ansari, 2005). Fosfor je klju¢an sudionik biokemijskih reakcija, ukljucujuci genetski materijal
(DNA, RNA) i prijenos energije unutar stanice kroz molekulu adenozin trifosfat (ATP), te kao
strukturna membranska potpora organizmu u obliku fosfolipidnih mebrana. Uz kalcij, drugi je

najzastupljeniji mineral u ljudskom organizmu (Westheimer, 1987).

Poizvodi na bazi fosfata se mogu podijeliti u dvije glavne skupine: poljoprivredni i
nepoljoprivredni. Veéina proizvodnje fosfata u svijetu (oko 95%) se koristi u poljoprivredi,
uglavnomu industriji gnojiva, ali i u proizvodniji pesticida i kao dodatak hrani za zivotinje. Zbog
sve vece svjetske populacije povecava se potraznja za gnojivima, visokokvalitetnom hranom i
uporabom biljnjih biogoriva Ciji je jedan od glavna tri makronutrijenta (uz dusik i kalij) upravo
fosfor. Nepoljoprivredne primjene ukljucuju prehrambenu industriju, kucanstvo i ostale

industrijske primjene (Cisse i Mrabet, 2004; Desmidt i sur., 2015).

2.2. Fosfor u otpadnoj vodi
Koncentracija fosfora u Cistoj vodi je generalno jako niska. Prema Pravilniku o grani¢nim
vrijednostima emisija otpadnih voda (2013) maksimalna dozvoljena koncentracija ukupnog
fosfora u za ispust u povrSinske vode je 2 mg/L. Ukupni fosfor je mjera svih oblika fosfora

(suspendiranog ili otopljenog) koji se nalazi u nekom uzorku vode.

U otpadnoj vodi hranjivih sastojaka ima u izobilju u obliku fosfata, nitrata, amonijaka ili
kombiniranih organskih dusika. Visak takvih spojeva uglavnom se javlja otjecanjem sa
poljoprivrednih zemljiSta na kojima je prekomjerna uporaba umijetnih gnojiva, takoder, iz

otpadnih voda domacinstava i industrije (Khan i Ansari, 2005). Povecana koncentracija fosfora



u otpadnoj vodi uzrokuje eutrofikaciju (Slika 1), a taj se rizik smanjuje uklanjanjem fosfora iz
otpadnih voda (Zhang i sur., 2011).

Fosfor Sunceva svjetlost
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Slika 1. Ucinak fosfora na eutrofikaciju (Goel i Motlagh, 2013).

U konvencionalnim postrojenjima za obradu otpadnih voda, preostali fosfor se uklanja na dva

nacina:
a) kemijskim taloZzenjem s metalnim solima

b) pomocu naprednog bioloskog uklanjanja fosfora (EBPR, engl. Enhanced Biological

Phosphorus Removal), prikazano na slici 2 (Tchobanoglous i sur., 2003).
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Slika 2. Shema bioloskog uklanjanja fosfora iz otpadne vode u konfiguraciji anaerobno-aerobno
(Arvin i Jenkins, 1985).

2.3.  Napredno biolosko uklanjanje fosfora
Proces naprednog bioloskog uklanjanja fosfora postize se recilkulacijom aktivnog mulja kroz
anaerobne i aerobne uvjete (Barnard, 1975). Anaerobna i aerobna faza su razdvojene, elektron
donori su organski sastojci iz otpadne vode, a elektron akceptor je najcesce kisik (u anoksi¢noj



fazi su elektron akceptori nitrati ili nitriti) (Mino i sur., 1998). EBPR proces je implementiran u
mnoga postrojenja za prociS¢avanja otpadnih voda Sirom svijeta. Smatra se ekonomi¢nom i
odrzivom tehnologijom koja ispunjava potrebe sve strozih procesa prociS¢avanja otpadnih
voda u postrojenjima za obradu otpadnih voda (Broughton i sur., 2008). Proces naprednog
bioloskog uklanjanja fosfora prvi put je uspostavljen 1950-ih godina, a intenzivno se istrazuje
i unaprijeduje vec vise od 40 godina kako bi bio Sto prikladniji za postrojenja za obradu
otpadnih voda (Hirota i sur., 2010; Wentzel i sur., 2008). Biolosko uklanjanje fosfora se temelji
na unosu fosfora u mikrobne stanice te uklanjanju viSka aktivnog mulja obogacenog
polifosfatima (poliP) iz bioreaktora. U aktivnom mulju P se nalazi u tri oblika: bioloski P, metalni
P kroz fizikalno kemijske procese i poliP (Janssen i sur., 2002). Prednosti bioloskog uklanjanja

fosfora u odnosu na kemijsko uklanjanje fosfora su:

ne dolazi do povecanja saliniteta obradivane vode
proizvodnja mulja raste od 10 do 15%

cijena je puno prihvatljivija

SRR NN

sustav je jednostavniji.

Nedostaci bioloSkog uklanjanja fosfora su varijabilnost i manja pouzdanost u usporedbi s
kemijskim metodama uklanjanja. S druge strane, kemijsko uklanjanje fosfora je slozenije i iz

procesa izlazi znatno viSe mulja, a troskovi postrojenja su veéi (Oehmen i sur., 2007).

EBPR proces se temelji na obogacivanju aktivhog mulja polifosfat akumulirajuéim organizmima
(Oehmen i sur., 2007). EBPR proces se vodi na nacin da se postigne sto veci udio PAO u
aktivnom mulju u odnosu na obicne heterotrofne organizme (OHO, engl. Ordinary
Heterotrophic Organisms) i glikogen akumulirajuCe organizme (GAO, engl. Glycogen
Accumulating Organisms), a odvodenjem viska aktivnog mulja iz bioreaktora obogadenog s

PAO uklanja se fosfor iz otpadne vode (Wentzel i sur., 2008).

Prema Wentzel i sur. (2008), PAO imaju sposobnost pohrane 0,38 mgP/mgVSsS, (VSS, engl.
Volatile Suspended Solids, hrv. Hlapljive suspendirane Cestice) za razliku od OHO koji imaju
sposobnost unosa P u znatno manjoj kolicini, 0,03 mgP/mgVSS. U praksi su te brojke manje
zbog toga Sto PAO koegzistiraju sa GAO i obi¢nim heterotrofnim organizmima, pa se
koncentracija fosfora u aktivnom mulju obogaéenim s PAO kre¢e izmedu 0,06 i 0,15
mgP/mgVSS, te koliCina uklonjenog fosfora ovisi o udjelu PAO u aktivhom mulju. U dobro

postavljenim postrojenjima taj udio moZze biti ¢ak i do 40% ukupne aktivne biomase.



2.3.1. Fosfat akumulirajuci organizmi i njihov metabolizam

Organizmi koji su zasluzni za uklanjanje fosfora iz otpadne vode su fosfat akumulirajuci
organizmi. Imaju sposobnost akumulirati orto-fosfate (orto-P) iz otpadne vode i spremati ih u
obliku netopivih unutarstani¢nih polifosfatnih zrnaca. Polifosfat je polimer sastavljen od puno
monomera, ortofosfata (PO4>"), povezanih fosfoanhidridnim vezama koje su bogate energijom
(Mino i sur., 1998). U EBPR procesu se izmjenjuju dvije faze, ovisno o akceptoru elektrona,
anaerobna i aerobna, odnosno anaerobna i anoksi¢na faza (Slike 2 i 3). PAO u anaerobnim
uvjetima koriste organske sastojke odnosno lako hlapljive masne kiseline (VFA, engl. Volatile
Fatty Acids) kao izvor ugljika i spremaju ih unutar stanica kao polimere ugljika polihidroksi
alkanoate (PHA). PAO najceSc¢e koriste organske lako hlapive masne kiseline poput acetata
(HAC) i propionata (HPr). Acetat kao izvor ugljika rezultira sa PHA pohranjenim u obliku poli-
B-hidroksi butirata (PHB), a propionat kao izvor ugljika rezultira sa PHA pohranjenim u obliku
PHV (poli-B-hidroksi valerata) i poli-B-hidroksi-2-metilbutirat (PH2MV) (Randall i Liu., 2002).
Energija (u obliku ATP-a) potrebna za unos VFA unutar stanice dobiva se hidrolizom
unutarstani¢nih polifosfata, a glikolizom glikogena se dobiva reduciraju¢a snaga (NADH,).
Hidrolizom polifosfata ortofosfati se otpustaju u tekuci medij (Mino i sur., 1998).

U aerobnoj fazi uz kisik kao akceptor elektrona, PAO koriste pohranjene PHA kao izvor energije
za prirast biomase, nadoknadu rezervi glikogena i unos fosfata (Slike 2 i 3). Energija dobivena
oksidacijom PHA koristi se za sintezu polifosfatnih veza u stanicama tako da PAO unose u
stanice topljive ortofosfate i ugraduju ih u polifosfate radi obnove polifosfata u stanici i sinteze
glikogena. Ispustanjem viska biomase iz reaktora uklanja se i dio fosfora ugradenog u biomasu
u obliku polifosfata. Buduéi da je koli¢ina ortofosfata koji su PAO otpustili iz svojih stanica u
anaerobnoj fazi znatno manja od koli¢ine ortofosfata koju su PAO unijeli u svoje stanice u
aerobnoj fazi, dolazi do znacajnog uklanjanja fosfora iz otpadne vode, a fosfor se u konacnici
ispusta iz bioreaktora na nacin da se ispusta aktivni mulj bogat fosfatima. Anaerobno-aeroban
metabolizam je u sustini isti kao i anaerobno-anoksi¢an metabolizam PAQ, s razlikom da je u
aerobnim uvjetima akceptor elektrona kisik, a u anoksi¢nim uvjetima nitrati odnosno nitriti
(Mino i sur., 1998; Oehmen i sur., 2007; Smolders i sur., 1994; Wentzel i sur., 1986).
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Slika 3. Karakteristicne promjene orto-P, VFA, PHA, glikogena i poli-P tijekom anaerobno-

aerobnog odnosno anaerobno-anoksi¢nog metabolizma u PAO (Tarayre i sur., 2016).

Zbog sposobnosti pohrane polifosfata u aerobnoj fazi, PAO imaju energiju potrebnu u
anaerobnoj fazi za fermentaciju slozenih organskih spojeva iz otpadne vode kako bi dobili
preferirani supstrat — hlapljive masne kiseline (acetat, propionat), koji asimiliraju i pohranjuju
u obliku PHA. Metabolizam PAO karakterizira ciklicki proces u kojem se pohranjuju i trose
polihidroksi alkanoati, glikogen i polifosfati. Odrzavanje i provedba tog ciklusa zahtjevaju
dodatnu energiju, stoga PAO trebaju viSe energije od ostalih heterotrofnih organizama. Brzi
unos supstrata u anaerobnoj fazi je kljucan faktor u odrzavanju tog ciklickog procesa. Zbog
toga PAO imaju kompetetivnu prednost u odnosu na ostale aerobne heterotrofne bakterije. 1z
tog razloga se smatralo da je anaerobna faza neophodna i klju¢na za EBPR proces (Janssen i
sur., 2002).

Skupina mikroorganizama u aktivnom mulju koja ima sposobnost uklanjanja P iz otpadne vode,
fosfor akumulirajuci organizmi, su Acinetobacter, Pseudomonas (Kim i Pagilla, 2000; Lin i sur.,
2003) i Candidatus Accumulibacter phosphates (Ahn i sur., 2007; Cai i sur., 2007). Na temelju
zastupljenosti i aktivnosti u EBPR postrojenjima punog mijerila, pomocu kultura-neovisnih
metoda, identificirani su Candidatus Accumulibacter phosphatis i Aktinobakterijski rod
Tetraspherea kao odgovorni PAO za uklanjanje P (Nielsen i sur., 2012). Osim vrlo Cesto

spominjanih Acinetobacter kao kljucnih organizama u procesu bioloSkog uklanjanja fosfora

6



(Kornberg i sur., 1999), Pseudomonas spp., Moraxella spp. i Aeromonas spp. takoder mogu
aerobno uklanjati fosfor iz otpadne vode Lotter i Murphy (1985), kao i Microthrix parvicella
(Blackall i sur., 1995; Erhart i sur., 1997) i Nostocoida limicola (Blackall i sur., 2000). Iako su
neki znanstvenici sugerirali da bi M. parvicella mogla spadati u tradicionalne PAO koji imaju
sposobnost pohrane i otpustanja P (Wanner, 1994; Tandoi i sur., 1998) jer moze unositi
dugolan¢ane masne kiseline u anaerobnim uvjetima i ima slian mehanizam unosa P
(Andreasen i Nielsen, 1997), M. parvicella ne moze koristiti acetat u /n situ uvjetima, pa se
stoga ne moze svrstati u tradicionalne PAO. Molekularnim tehnikama otkriveno je da bakterije
Candidatus Accumulibacter phosphatis iz roda Rhodocyclus pokazuju karakteristike fosfat
akumuliraju¢ih organizama i da postoje dva osnovna soja Accumulibacter poznata kao PAO I i
PAO II medu kojima postoje odredene razlike (Bond i sur., 1999). Prema istrazivanjima Nielsen
i sur. (2010) otkriveno je da aktinobakterijski rod Tetrasphaera (obitelj Intrasporangiaceae)
sadrzi vrste koje su PAO i da se u EBPR postrojenjima nalaze ve¢im udjelom nego bakterije
roda Accumulibacter. Fiziologija bakterija roda Accumulibacteri bakterija roda 7etrasphaera je
razliCita. Primarni supstrati Accumulibacter su acetat, propionat i neke amino kiseline, a vecina
Tetrasphaera moze hidrolizirati Skrob i fermentirati glukozu, te rasti u anaerobnim uvjetima.
Prema nekim istrazivanjima samo odredene podvrste Tetrasphaera mogu konzumirati acetat
(Nielsen i sur., 2010). Unato¢ velikom napretku metoda detekcije mikroorganizama, i dalje
nisu tocno identificirani niti karakterizirani organizmi koji provode uklanjanje P iz otpadne vode

u aktivnom mulju (Mino i sur., 1998; Filipe i sur., 2001).

2.3.2. Glikogen akumulirajuci mikroorganizmi
Dugo se vjerovalo (sve do pocetka 1990.-ih) da su PAO jedini organizmi koji mogu koristit
izvore ugljika u anaerobnim uvjetima Sto im je omogucavalo komepetetivnu prednost u odnosu
na druge organizme u EBPR sustavima (Matsuo i sur., 1992). Kasnije istrazivanje je pokazalo
da postoji joS jedna skupina organizama, glikogen akumulirajuéi organizmi, koji imaju
sposobnost anaerobno skladistiti izvore ugljika kao i PAO (Liu i sur., 1996). GAO su nazvani
Candidatus Competibacter phosphatis (Crocetti i sur., 2002). Medutim, za razliku od PAO, GAO
ne otpustaju fosfor u anaerobnim uvjetima niti ne uklanjaju fosfor iz otpadne vode u aerobnim
uvjetima. GAO imaju sposobnost provoditi transformacije ugljika u naizmjeni¢nim anaerobno-
aerobnim uvjetima. Vazna razlika izmedu PAO i GAO je ta da u anaerobnim uvjetima GAO
koriste rezerve glikogena za anaeroban unos hlapljivih masnih kiselina u svoje stanice, i na taj
nacin u anaerobnim uvjetima troSe znatno viSe glikogena i zatim u aerobnim uvjetima

obnavljaju znatno vecu koli¢inu rezervi glikogena u odnosu na PAO. U anaerobnim uvjetima



GAO dlikolizom razgraduju pohranjeni glikogen da bi osigurali dovoljnu koli¢inu energije
potrebnu za unos hlapljivih masnih kiselina i reduciraju¢u snagu za sintezu polihidroksi
alkanoata. U anaerobnim uvjetima se odvija kompeticija izmedu PAO i GAO za raspolozive
izvora ugljika (Liu i sur., 1994). U aerobnim uvjetima GAO oksidiraju anaerobno skladistene
PHA da osiguraju energiju za rast stanica i nadopunu rezervi glikogena. Takve metabolicke
osobine im omogucuju da egzistiraju u anaerobno-aerobnim uvjetima. Zbog vrlo sli¢nog
metabolizma PAO i GAO, lako se moZe dogoditi da GAO proliferiraju i budu znacajno brojniji
od PAO, sto u konacnici rezultira narusavanjem uklanjanja P (Zhou i sur., 2008).

2.3.3. SBR reaktor (engl. Sequencing Batch Reactor)

SBR reaktor (Sarzni reaktor koji radi po fazama) je vrlo Cesto koristen bioreaktor u procesu
bioloSke obrade otpadne vode, a radi po principu punjenje i ispustanje. U ovakvom sustavu,
otpadna voda se dodaje u jedan reaktor, obradi se obzirom na ciljane spojeve, i zatim se ispusti
iz bioreaktora. Kaze se za SBR reaktor da je sustav aktivnog mulja koji radi u vremenu, a ne u
prostoru. U SBR rekatoru je moguce postiéi razli¢ite stupnjeve obrade otpadne vode u jednom
spremniku, ukljuCujuéi i talozenje aktivnog mulja, na nacin da se odrede vremenski
kontrolirane sekvence (US EPA, 1999).

Otpadna voda ulazi u SBR reaktor koji sadrzi biomasu aktivnog mulja (Slika 4). Aktivni mulj se
tijekom prethodnih ciklusa aklimatizirao na sastav otpadne vode. Jednom kada se napuni SBR
reaktor, funkcionira isto kao i konvencionalni sustav aktivhog mulja, s razlikom da nema
kontinuirani dotok influenta ni kontinuirani odljev obradenog efluenta. Nakon Sto zavrSe
bioloske reakcije, aeracija i mijeSanje se zaustavljaju, te se zatim odvija talozenje aktivnog
mulja. Nakon taloZenja aktivnog mulja odvodi se obradeni supernatant, i ispusta se viSak
biomase aktivnog mulja. SBR reaktor nema sekundarnu taloznicu jer se i reakcija i talozenje

odvijaju unutar istog spremnika (US EPA, 1999).
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Slika 4. Shematski prikaz procesa obrade otpadne vode u SBR reaktoru (US EPA, 1999).

SBR reaktor radi u ciklusima, a svaki ciklus se sastoji od faza punjenje, reakcija, talozenje,
ispustanje i mirovanje (Slika 4). Duljina pojedine faze kao i dujina cjelokupnog ciklusa ovisi o

cilju bioloskog procesa, primjerice uklanjanja ugljika, dusika, odnosno fosfora iz otpadne vode.

Punjenje SBR reaktora otpadnom vodom se odvija tijekom faze punjenje, a moze se odvijati
na jedan od tri nacina: staticko punjenje, punjenje s mijeSanjem i punjenje s aeracijom.
Staticko punjenje se odvija na nacin da je biomasa aktivhog mulja vec prisutna u bioreaktoru,
a otpadna voda se dodaje u bioreaktor. Tijekom statickog punjenja nema ni aeracije ni
mijeSanja, Sto znaci da kada zapocne faza reakcije, u SBR reaktoru e biti visoka koncentracija
supstrata (hrane). Visoki omjer hrana prema mikroorganizmima viSe pogoduje formiranju
pahuljica aktivnog mulja, nego filamentoznim mikroorganizmima, te omogucuje ucinkovitije
talozenje aktivhog mulja. Stati¢ko punjenje je vrlo dobar odabir kada nam je cilj favorizirati
organizme koji imaju sposobnost unutarstani¢ne pohrane spojeva tijekom visoke koncentracije
raspolozivog supstrata, poput fosfor akumuliraju¢ih organizama. Tijekom punjenja s

mijeSanjem mijeSa se otpadna voda koja ulazi u bioreaktor s aktivnim muljem, ¢ime zapocinju



bioloske reakcije. Za vrijeme punjenja s mijeSanjem mikroorganizmi razgraduju organske
spojeve i pri tome koriste preostali kisik ili alternativhe akceptore elektrona, poput nitrata
odnosno nitrita. Uvjeti kada mikroorganizmi nemaju kisik ali imaju nitrat odnosno nitrit kao
akceptor elektrona se nazivaju anoksicni uvjeti. Osim anoksi¢nih uvjeta, u fazi punjenja s
mijeSanjem je moguce posti¢i i anaerobne uvjete, a koje karakterizira odsustvo kisika i sulfata
kao akceptora elektrona. Aerirana faza punjenja se odvija kada je uklju¢ena aeracija za vrijeme
punjenja SBR reaktora. Tijekom aerirane faze punjenja odvijaju se aerobne reakcije koje se
dalje nastavljaju tijekom faze reakcije. Faza aeriranog punjenja moze skratiti vrijeme aeracije
tijekom faze reakcije.

Tijekom faze reakcije, ovisno o odabranom nacinu punjenja, nastavljaju se vec¢ zapocete
reakcije tijekom faze punjenja, odnosno zapocinju i zavrSavaju se reakcije. Tijekom faze
reakcije se moze podesiti mijeSanje odnosno aeracija, pa mozemo imati fazu reakcije u
aerobnim uvjetima, anoksi¢nim ili anaerobnim uvjetima, ovisno o cilju bioloske obrade otpadne

vode.

Fazu talozenja karakterizira taloZenje aktivnog mulja na dnu reaktora odnosno odvajanje
istalozenog mulja i obradenog supernatanta. Tijekom faze taloZzenja nema dotoka influenta u

reaktor niti odlijevanja obradenog efluenta kao u konvencionalnom sustavu aktivhog mulja.

Obradeni efluent se odvodi iz SBR reaktora tijekom faze dekantiranja pomocu crpke ili
dekantera.

Tijekom faze mirovanja iz SBR reaktora se uklanja viSak aktivnog mulja ¢ime se odrZava
odredena starost aktivhog mulja (US EPA, 1999).

2.4. Uklanjanje P iz otpadne vode u aerobnim uvjetima
Osim bioloskog uklanjanja fosfora u konfiguraciji anaerobno-aerobno i anaerobno-anoksicno,
provedena su istrazivanja bioloskog uklanjanja fosfora u aerobnim uvjetima (Ahn i sur., 2002;
Guisasola i sur., 2004; Pijuan i sur., 2005; Pijuan i sur., 2006; Wang i sur., 2008; Vargas i sur.,
2009). Tako je pokazano da PAO imaju sposobnost unosa hlapljivih masnih kiselina u aerobnim
uvjetima, i za to vrileme se dogada otpustanje fosfata, sinteza polihidroksi alkanoata i
razgradnja glikogena. Zatim, nakon iscrpljenja hlapljivih masnih kiselina, zabiljezen je unos
fosfata u stanice, razgradnja polihidroksi alkanoata te sinteza glikogena i rast PAO (Ahn i sur.,
2002; Guisasola i sur., 2004; Pijuan i sur., 2005; Pijuan i sur., 2006; Vargas i sur., 2009). U

takvim uvjetima, u kojima su PAO podvrgnuti istovremenom prisustvu elektron donora
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(hlapljive masne kiselne) i elektron akceptora (kisik), vidljive su dvije razliCite faze: faza kada
je dostupan vanjski supstrat - faze obilja (engl. feast), i kada nije dostupan vanjski supstrat —
faza gladovanja (engl. 7amine) (Beun i sur., 2000; Dircks i sur., 2001). Promjene u koncentraciji
hlapljivih masnih kiselina, fosfata, polihidroksi alkanoata i glikogena tijekom feast i famine faze
su analogne anaerobno-aerobnim fazama EBPR procesa (Guisasola i sur., 2004). U procesu
aerobnog uklanjanja fosfora istrazeni su razliciti izvori ugljika, poput acetata (Guisasola i sur.,
2004; Pijuan i sur., 2005; Pijuan i sur., 2006), propionata (Vargas i sur., 2009) i glukoze (Wang
i sur., 2008).

2.4.1. Acetat kao izvor ugljika
Istrazivanje ponasanja PAO kada su istovremeno prisutni elektron donor (acetat) i elektron
akceptor (kisik) je zapoceto s acetatom kao izvorom ugljika u Sarznim pokusima. Guisasola i
sur. (2004) su mulj koji je radio u konvencionalnom anaerobno-aerobnom rezimu EBPR
procesa podvrgli striktnim aerobnim uvjetima u Sarznim pokusima, s acetatom kao izvorom
ugljika u SBR reaktoru. Zabiljezili su feast i famine faze u kontekstu metabolizma fosfata,
acetata, PHB i glikogena, a koje su bile analogne anaerobno-aerobnim fazama u
koncencionalnom EBPR procesu. Na slici 5 je prikazano ponasanje acetata, PHB, fosfora i

glikogena tijekom pokusa u kojem je mulj podvrgnuta aerobnim uvjetima, te se vide feast i

famine faze.
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Slika 5. Promjene acetata, fosfora, glikogena i PHB u Sarznom aerobnom pokusu (Guisasola i

sur., 2004).
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Kada je zapoCeo pokus, dodan je acetat u aerobnim uvjetima. ZabiljeZzeno je smanjene
koncentracije acetata, istovremeno s porastom koncentracije PHB. Takoder, u tom periodu,
vidljivo je smanjenje glikogena i otpustanje fosfata. Te promjene karakteriziraju feast fazu.
Nakon Sto je iscrpljen acetat, zapocela je famine faza, tijekom koje se odvijalo troSenje PHB,
rast biomase, obnova rezervi glikogena, te smanjenje koncentracije fosfata. Ovo ponasanje je
karakteristicno za PAQ. Takoder, odredivali su i brzinu unosa kisika (engl. Oxygen Uptake Rate,
OUR). Najvecéa brzina unosa kisika je bila tijekom feast faze, dok su PAO trosili acetat zbog
njegove pohrane u PHB. Niza brzina unosa kisika je zabiljezena do kraja pokusa (do zavrSetka
famine faze). Tijekom famine faze PAO su koristili kisik za rast biomase, za razgradnju PHB,

obnovu zalika glikogena i za unos ortofosfata u stanice.

Ponasanje karakteristi¢nih polimera fosfor akumulirajucih organizama, polifosfata, i glikogena,
u striktnim aerobnim uvjetima, s acetatom kao izvorom ugljika, u Sarznim pokusima u SBR
reaktoru su istrazili Pijuan i sur. (2005). Pokuse su proveli na nacin da su iz reaktora koji je
radio u anaerobno-aerobnom rezimu, u ustaljenom stanju, uzeli biomasu i proveli 3 Sarzna
pokusa. Slika 6 prikazuje FISH (engl. Fluorescence in situ hybridisation) analizu mulja koji je
koristen u Sarznim pokusima. Pokusi su vodeni s 45% PAQO i 1% GAO u ukupnoj bakterijskoj

populaciji prisutnoj u aktivnom mulju.

Slika 6. Konfokal laser skenirajuéi mikrografi mulja hibridiziran s: (a) Cy3-oznacenim PAOMIX
probama, vidljive bijelo, za detekciju PAO i Cy5-oznacene EUBMIX probama, vidljivo sivo, za
detekciju svih bakterija, i (b) Cy3-oznacenim GAOMIX probama, koje nisu detektirane, za
detekciju GAO i Cy5-oznacene EUBMIX probama, vidljivo sivo, za detekciju svih bakterija
(Pijuan i sur., 2005).

Prvi Sarzni pokus je bio anaerobno-aerobni, a druga 2 su provedena u striktnim aerobnim

uvjetima, s razlikom da je za jedan aerobni pokus biomasa uzeta na kraju anaerobne faze, a
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za drugi na kraju aerobne faze EBPR procesa. U oba aerobna pokusa su zabiljeZili feast i famine
faze. Odredivali su brzinu unosa kisika, koja je bila najviSa tijekom feast faze, a u famine faze
je brzina unosa kisika bila niza, medutim, vidljive su dvije faze: tijekom unosa fosfata i nakon
nestanka fosfata iz medija. Dok se dovijalo unosenje fosfata u PAO stanice, zabiljezena je
razgradnja PHA i proizvodnja glikogena, a kada je fosfat iscrpljen, proizvodnja glikogena je
takoder zavrsila, a PHA razgradnja se nastavila. U aerobnim pokusima, u feast fazi, je
izmjerena manja kolic¢ina otpustenog P, proizvodnje PHA i razgradnje glikogena, u odnosu na
te promjene tijekom anaerobne faze u klasicnom anaerobno-aerobnbom EBPR procesu. U
aerobnom pokusu s biomasom uzetom na kraju aerobnih uvjeta je zabiljezen veéi omjer P
otpustenog prema unesenom C kao i omjer razgradenog glikogena prema unesenom C, u

odnosu na pokus s biomasom uzetom na kraju anaerobnog perioda (Pijuan i sur., 2005).

Nakon provedenih Sarznih pokusa, u kojima je ispitano ponasanje PAO tijekom jednog ciklusa,
nametnulo se pitanje mogu li PAO provoditi uklanjanje P u striktnim aerobnim uvjetima duze
od jednog ciklusa. Pijuan i sur. (2006) su istrazili ponasanje PAO u striktnim aerobnim uvjetima
s acetatom kao izvorom ugljika tijekom 11 dana. Proveli su pokuse u SBR reaktoru sa
sintetskom otpadnom vodom, koji je radio 4 ciklusa na dan u konfiguraciji 2 h anaerobno, 3,5
sati aerobno, 25 min talozenje i 5 min dekantiranje. FISH analizom je pokazano da je aktivni
mulj bio sastava: 50% svih bakterija su bili Accumulibacter, a manje od 1% svih bakterija su
bili GAO. Nakon 90 dana ustaljenog EBPR rada prebacili su se na striktne aerobne uvjete
sljedeée konfiguracije: 5,5 sati aerobna faza, 25 min taloZenja i 5 min talozenja. FISH analiza
napravljena nakon 11 dana iskljucivo aerobnog vodenja pokusa su pokazali da nije doslo do
promjene u udjelu PAO i GAO u ukupnim bakterijama. Njihovi pokusi su pokazali da PAO mogu
preZivjeti u striktnim aerobnim uvjetima, tijekom 11 dana. Ovi autori su u svojim pokusima
zabiljeZili feast i famine faze, koje odgovaraju karakteristicnom ponasanju PAO u anaerobno-
aerobnim uvjetima, vezano za promjene acetata, PHA, glikogena i fosfora. Takoder, mjerili su
i potrosnju kisika u pokusima. Najveca potroSnja kisika je zabiljezena tijekom feast faze, dok
je bilo prisutnog acetata u mediju. Tijekom famine faze, zabiljeZzena je manja potrosnja kisika,
u periodu dok su PAO unosili fosfor u svoje stanice. Kada su PAO iscrpili fosfor iz tekuceg
medija, potrosnja kisika je opet opala, i kisik se u tom periodu troSio na razgradnju PHA za
rast biomase i za procese odrzavanja stanica. Tijekom 11 dana aerobnih pokusa, proizvodnja
PHB je bila konstantna, medutim, zabiljeZeno je smanjenje razgradnje i formiranja glikogena.
Promjene u metabolizmu glikogena su se odrazile na smanjenje omjera unosa P i otpustanja
P, i povecanje otpustanja P tijekom feast faze su negativno utjecale na cijelokupno uklanjanje
P. Cinjenica da tijekom 11 dana nije dodlo do promjene u proizvodnji PHB i da se smanjila

ukupna kolicina glikogena pokazuju da PAO u aerobnim uvjetima mogu sintetizirati sli¢nu
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kolicinu PHB bez koriStenja iste kolicine glikogena kao u anaerobnim uvjetima u
konvencionalnom EBPR procesu. U aerobnim uvjetima, PAO viSe koriste TCA ciklus (ciklus
limunske kiseline), pa su zato smanijili koli¢inu glikogena jer im je glikogen manje koristan u
aerobnim uvjetima. Doslo je do smanjenja sposobnosti uklanjanja PAO unato¢ konstantnom
udjelu PAO i GAO u ukupnom broju bakterija. Promjene su bile vidljive i u profilu potrosnje
kisika: zabiljeZzeno je smanjenje potrosnje kisika tijekom feast faze i povecanje potrosnje kisika

tijekom famine faze (Slika 7).
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Slika 7. OUR profili izmjereni u danima 1-4 i u danu 11 (Pijuan i sur., 2006).

Tijekom feast faze dio acetata je oksidiran, a dio je spremljen kao PHB. PAO su uspjeli u
striktnim aerobnim uvjetima s acetatom kao izvorom ugljika uklanjati P, iako je njihova

sposobnost tijekom vremena opadala.

2.4.2. Glukoza kao izvor ugljika
Osim acetata, PAO mogu kao izvor ugljika lako koristiti i glukozu. Nedostatak koriStenja glukoze
kao izvora ugljika u procesu bioloskog uklanjanja fosfora je Sto ucestalo dolazi do prekomjerne
proliferacije GAO i smanjenja udjela populacije PAO, te narusavanja procesa uklanjanja P
(Zhang i sur., 2005; Oehmen i sur., 2005). Ucinak glukoze kao izvora ugljika na PAO kada su
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istovremeno prisutni elektron donor i elektron akceptor u aerobnim uvjetima je privukio
zanimanje Wang i sur. (2008). Proveli su pokuse u SBR reaktoru s 3 ciklusa po danu koji su se
sastojali od 4 sata aerobnog perioda i 4 sata talozenja/dekantiranja/mirovanja. Nakon 27 dana,
sustav je postigao ustaljeno stanje, te su u ustaljenom stanju motreni KPK (Kemijska potrosnja
kisika), ortofosfat, poliP, koncentracija aktivhog mulja izrazena kao MLSS (engl. Mixed Liquor
Suspended Solids), te koncentracija otopljenog kisika u vodenoj fazi i istalozenom mulju (DO,

engl. Dissolved Oxygen) (Slika 8). Glikogen nisu odredivali.
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Slika 8. Karakteristicne promjene KPK, MLSS, DO, POs4-P i poli-P tijekom jednog ciklusa u 135.
danu (Wang i sur., 2008).

U ovakvoj konfiguraciji procesa, PHA je bio vise-manje konstantan, na niskim razinama. Iako
su imali dugu fazu talozenja/dekantiranja/mirovanja, u toj fazi nije doSlo do otpustanja P u
medij (hidrolize poliP), kao Sto se inace dogada u tradicionalnom anaerobno-aerobnom rezimu.
Razlog zasto nije zabiljeZeno otpustanije P tijekom faze taloZzenja/dekantiranja/mirovanja je da
nije bilo raspoloZivog vanjskog izvora ugljika (glukoza), a koji je utroSen tijekom aerobne faze.
U aerobnoj fazi KPK je utroSen tijekom prvih 30 minuta procesa. Dok su PAO trosili glukozu,
tijekom prvih 30 min procesa, zabiljeZen je porast MLSS, mali unos ortofosfata u PAO stanice,
te pad koli¢ine poliP u PAO stanicama. Nakon utroska glukoze, vidljivo je smanjenje ortofosfata
u mediju i porast poliP sadrazaja u stanicama, Sto sugerira da su PAO ortofosfat unosili u svoje

stanice i pospremali ih u unutarstanicni polimer poliP. Nakon aerobne faze, zbivala se faza
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taloZenja/dekantiranja/mirovanja, tijekom koje se mulj istaloZzio na dno reaktora, te je
koncentracija otopljenog kisika mjerena u tekucoj fazi i u istalozenom mulju. U tekucoj fazi je
koncentracija otopljenog kisika bila neSto niza nego tijekom aerobne faze, medutim, u
istalozenoj biomasi je koncentracija otopljenog kisika pala do 0,55 mg/L. Unato¢ tako niskoj
koncentraciji otopljenog kisika u istalozenom mulju, tijekom tog perioda nisu zabiljezene
promjene koncentracije ortofosfata u mediju niti promjene koncentracije poliP u mikrobnoj

biomasi.

Dokazali su da je moguce posti¢i uklanjanje P bez anaerobne faze (bez nakupljanja zaliha
PHA), za koju se smatralo da je klju¢na i neophodna u procesu bioloskog uklanjanja P, jer se
u tradicionalnom EBPR procesu u anaerobnoj fazi akumuliraju unutarstanicne zalihe PHA.
Wang i sur. (2008) smatraju da zabiljezeno bioloSko uklanjanje P u njihovom istraZivanju nije
rezultat tradicionalnih PAO te ukazuju na druge PAO poput Microthrix parvicella (Janssen i sur.,
2002).

2.4.3. Propionat kao izvor ugljika
U otpadnoj vodi su najviSe zastupljene dvije hlapljive masne kiseline, acetat i propionat, pa je
bioloSko uklanjanje P u aerobnim uvjetima istrazeno i s propionatom kao izvorom ugljika u
SBR reaktoru (Vargas i sur., 2009). Ti autori su primijenili 4 ciklusa na dan konfiguracije 2 h
anaerobne faze, 3 h aerobne faze, 55 min taloZenja i 5 min dekantiranja. FISH analiza je
pokazala da je 70% svih bakterija Accumulibacter, a manje od 1% Competibacter. Nakon 5
mjeseci stabilnog P uklanjanja prebacili su se na striktne aerobne uvjete konfiguracije: 5 h
aerobne faze, 55 min taloZenja i 5 min dekantiranja, koje su vodili 46 dana. Postigli su stabilno
uklanjanje P tijekom 46 dana. Tijekom bioloskog uklanjanja P u aerobnim uvjetima, zabiljeZili
su feast i famine faze. U usporedbi s konvencionalnim anaerobno-aerobnim ciklusima,
zabiljeZili su smanjeno koriStenje glikogena u striktnim aerobnim uvjetima. Kolicina
pohranjenog glikogena je znacajno opala Sto ukazuje da su manje potrebe za reduciraju¢om
snagom iz glikogena u aerobnim uvjetima. TCA ciklus je aktivniji u aerobnim uvjetima,
proizvodio je reducirajuce ekvivalente i tako smanjio potrebu za glikogenom. FISH analiza je
pokazala da je u ukupnim bakterijama udio Competibacter populacije ostao nepromijenjen,
medutim udio Accumulibacter je pao na 50%. Sposobnost uklanjanja P u striktnim aerobnim
uvjetima je povezana s adaptacijom njihovog metabolizma na stalne aerobne uvjete, te su
zadrzali tu sposobnost tijekom 46 dana. Koli¢ina pohranjenog PHA je bila veca tijekom
anaerobno-aerobnih uvjeta nego u striktnim aerobnim uvjetima. Vodenje bioloskog uklanjanja
P u striktnim aerobnim uvjetima se najviSe odrazilo na PHA i glikogen. Cjelokupna koli¢ina
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hidroliziranog poliP u striktnim aerobnim uvjetima je bila manja nego u anaerobno-aerobnim

uvjetima (Slika 9).
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Slika 9. Eksperimentalni profili tijekom stalno aerobnog ciklusa motrenog u SBR: (A) dan 4;

(B) dan 8 i (C) dan 13 (Vargas i sur., 2009).
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Ovi rezultati, kao i manja potrosnja glikogena sugeriraju da koristenje TCA ciklusa u stalnim
aerobnim uvjetima je omogucila viSe energije nego manje ucinkovita razgradnja glikogena koja
je predominantna u anaerobnim uvjetima. Aerobni uvjeti su omogudili da dio VFA bude izravno
oksidiran, istovremeno kao i pohrana PHA (Guisasola i sur., 2004; Sin i sur., 2005), zbog ¢ega
je bila manja potreba za otpustanjem P. Sve u svemu, postigli su stabilno P uklanjanje u oba

slucaju, u striktnim aerobnim uvjetima i u anaerobno-anoksi¢nim uvjetima.

Zatim su se prebacili na konvencionalne anaerobno-aerobne uvjete tijekom 59 dana. FISH
analiza je pokazala da se udio Accumulibacter u ukupnim bakterijama opet vratio na 72%, s
neznatnom koli¢éinom Competibacter. Nakon vra¢anja na konvencionalne anaerobno-aerobne

uvjete, i dalje su odrzavali uklanjanje P (Vargas i sur., 2009).

U istrazivanju bioloskog uklanjanja P u striktnim aerobnim uvjetima razlika izmedu acetata i
propionata kao izvora ugljika je sastav PHA: acetat se uglavnom skladisti u obliku polihidroksi
butirata (PHB), dok se propionat skladisti kao polihidroksi valerata (PHV) i poli-B-hidroksi-2-
metilbutirat (PH2MV) (Randall i Liu., 2002). Najvecéa razlika izmedu acetata i propionata kao
izvora ugljika je ta da u slucaju kada se koristi acetat kao izvor ugljika vrijednost unosa fosfora

u famine fazi se progresivnho smanjuje odnosno gubi (Pijuan i sur., 2006).

2.4.4. Ucinak temperature, pH i koncentracije otopljenog kisika na uklanjanje fosfora u
striktnim aerobnim uvjetima
Nittami i sur. (2011) su istrazili kako utjecu temperatura (10, 15, 20, 25 30 °C), pH (6, 7, 8 i
9), i koncentracija otopljenog kisika (0,5, 2,0 i 3,5 mg/L) na sposobnost uklanjanja P tijekom
striktnih aerobnih uvjeta, s acetatom kao izvorom ugljika. Postigli su otpustanje i unos P pri
svim aerobnim ciklusima osim pri pH 6 i 9. Za unos P u stanice su se pokazali optimalni 25 °C
i pH 8, a za otpustanje P 20 °C. Vrijednosti ispitivanih pH nisu imale ucinak na koli¢inu
otpustenog P. Koncentracija otopljenog kisika 0,5 mg/L i 2,0 mg/L je rezultirala s maksimalnom
koli¢inom otpustenog i unesenog P, a minimalne koli¢ine su zabiljeZene pri koncentraciji

otopljenog kisika 3,5 mg/L.
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. ZAKLJUCCI

Biolosko uklanjanje fosfora iz otpadne vode moguce je postici i bez anaerobne faze, za
koju se vjerovalo da je kljuna i neophodna.

U striktnim aerobnim uvjetima postoje faza obilja i faza gladovanja, koje su istovjetne
konvencionalnim anaerobno-aerobnim uvjetima vezano za promjene u koncentraciji
hlapljivih masnih kiselina, glikogena, polihidroksi alkanoata i unutarstanicnih zaliha
polifosfata.

Za biolosko uklanjanje fosfora u striktnim aerobnim uvjetima vjerojatno su odgovorni
netradicionaln PAO, poput Microthrix parvicella.

Uklanjanje fosfora u striktnim aerobnim uvjetima rezultira manjom koli¢inom
pohranjenog glikogena, sintetiziranih polihidroksi alkanoata, te cjelokupnoj kolicini
hidroliziralih polifosfata.

Izvor ugljika je vrlo vazan, a kao povoljan izvor ugljika istaknut je propionat. S acetatom

kao izvorom ugljika vrijednost unosa fosfora u famine fazi progresivno se gubi.
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