Biolosko uklanjanje fosfora uz nitrit kao akceptor
elektrona

Kucevié¢, Hana

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2020

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:692535

Rights / Prava: Attribution-NoDerivatives 4.0 International/lmenovanje-Bez prerada 4.0
medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-14

Prehram benO RepOSitory/Repozitorij,-

biotehnoloski Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnolo

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:692535
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:3622
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:3622
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:3622

SveuciliSte u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Preddiplomski studij Prehrambena tehnologija

Hana Kucevic

7432/PT

BIOLOSKO UKLANJANJE FOSFORA UZ NITRIT KAO
AKCEPTOR ELEKTRONA

ZAVRSNI RAD

Predmet: Biotehnologija u zastiti okoliSa

Mentorica: dr. sc. Djana Grgas, poslijedoktorand

Zagreb, 2020.



TEMELINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Zavrsni rad
SveuciliSte u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Preddiplomski sveucilisni studij Prehrambena tehnologija

Zavod za prehrambeno-tehnolosko inZenjerstvo
Laboratorij za biolosku obradu otpadnih voda

Znanstveno podrucéje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija

Biolosko uklanjanje fosfora uz nitrit kao akceptor elektrona

Hana Kucevié, 0119027960

Sazetak:
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1. UvOoD

Fosfor dospijeva u vodene ekosustave zbog sve intenzivnijih antropogenih aktivnosti Sto
uzrokuje eutrofikaciju (Goel i Motlagh, 2014). Fosfor se moZze ukloniti iz otpadne vode
pomocu kemijskog talozenja i procesa naprednog bioloskog uklanjanja fosfora (EBPR, engl.
Enhanced Biological Phosphorus Removal), koji se temelji na aktivnosti fosfor akumulirajucih
organizama (PAO, engl. Phosphate Accumulating Organisms). Zbog brojnih prednosti
bioloSkog uklanjanja fosfora u odnosu na kemijsko taloZenje, biolosko uklanjanje fosfora je
privuklo zanimanje brojnih znanstvenika, i primijenjuje se u nekim postrojenjima za biolosku

obradu otpadnih voda (Tchobanoglous i sur., 2003).

Posljednjih godina se intenzivno proucavaju razliCite konfiguracije EBPR procesa, poput
anaerobno-aerobne i anaerobno-anoksicne konfiguracije (Tchobanoglous i sur., 2003; Vargas
i sur., 2011; Smolders i sur., 1994; Kuba i sur., 1996). Anaerobno-anoksi¢na konfiguracija
EBPR procesa je privukla znacajan interes, jer se u takvoj konfiguraciji osim fosfora, uklanja i
dusik. U anaerobno-anoksi¢noj konfiguraciji kao akceptor elektrona se moZze koristiti nitrat

odnosno nitrit (Kern-Jesperen i sur., 1994; Saito i sur., 2004; Zhang i sur., 2010).

Bududi da EBPR proces prvenstveno pociva na aktivnosti i metabolickim sposobnostima PAO,
vrlo je vazno poznavati mogucnosti PAO, i podeSavati procesne cimbenike u svrhu
optimiranja procesa (Carvalho i sur., 2007; Oehmen i sur., 2010; He i sur., 2007; Flowers i
sur., 2009; Martin i sur., 2006).

U ovom radu je obradeno biolosko uklanjanje fosfora u anaerobno-anoksicnoj konfiguraciji s
nitritom kao akceptorom elektrona. Istaknuti su neki od cimbenika procesa, poput
odgovornih mikrobnih skupina, PAO, zatim glikogen akumulirajuéi organizmi (GAO),
koncentracija nitrita, inhibitorni ucinak nitrita na mikroorganizme aktivhog mulja,

koncentracija mikrobne biomase, pH vrijednost i izvor ugljika.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Zasto se fosfor uklanja iz otpadne vode

Fosfor (P) je neobnovljiv resurs, trenutno se dobiva iz fosfatnih stijena, primjenjuje se u
agrikulturi, uglavnom za gnojiva (Cisse i Mrabet, 2004). Prije industrijalizacije ciklus fosfora
je bio zatvoren, medutim razvojem industrijalizacije ciklus fosfora je pukao i znatno vece

kolicine fosfora dospijevaju u prirodna vodna tijela sa zemlje (Slika 1) (Desmidt i sur., 2015).
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primjena
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Obrada kanalizacije

1 Mulj

A\ 4

Iskopana fosfatna
stijena

Neagrikulturna Efluent Deponij
i industrijska
primjena
Otjecanje v v
Prirodna
» vodna tijela

Slika 1. Otvoreni ciklus fosfora (Desmidt i sur., 2015)

Eutrofikacija, koju uzrokuje prekomjerno ispustanje dusika (N) i fosfora u vodni sustav, je
ve¢ godinama problem Sirom svijeta. Karakterizira je intenzivan rast algi Sto rezultira
mutnocom vodnog sustava i smanjenom koncentracijom otopljenog kisika. Iako su dusik i
fosfor potrebni za rast algi, unos fosfora je kriticniji jer brojne cianobakterije mogu namiriti
svoje potrebe za dusikom iz atmosferskog dusika pomocu fiksacije dusika (Goel i Motlagh,
2014). Fosfor se nalazi u vodenom okoliSu u organskom obliku, anorganskom topivom u
vodi, i netopivom anorganskom obliku, a najvazniji je anorganski fosfor topiv u vodi jer ga
mogu Kkoristiti fitoplanktoni (Ahlgren i sur., 2006). Uzrok prekomijernoj koli¢ini fosfora u
povrsinskoj vodi su kanalizacija, industrijski ispusti, agrikulturno otjecanje, te urbana
podrucja (Slika 1) (Goel i Motlagh, 2014). Fosfor se u komunalnoj otpadnoj vodi nalazi u
obliku ortofosfata, polifosfata i organski vezanog fosfora (Moore, 2009). U posljednje vrijeme
istrazuju se tehnike za obnovu (engl. Recover) fosfora iz razlicitih otpadnih tokova (Slika 2)
(Cordell i sur., 2009).



Danas se fosfor iz otpadne vode uglavnom uklanja pomocu procesa naprednog bioloskog
uklanjanja fosfora. EBPR proces se temelji na ugradnji fosfora u mikrobnu biomasu aktivhog
mulja te na ispustanju viska aktivnog mulja bogatog fosforom iz bioreaktora (Tchobanoglous
i sur., 2003). Upravo kombinacija EBPR procesa, u kojem se iz otpadne vode uklanja fosfor, i
koriStenje aktivnog mulja bogatog fosforom kao alternativnim izvorom fosfora, moze posluziti
za zatvaranje ciklusa fosfora, kao odrziva tehnika obnove fosfora iz tekuceg i krutog otpada
(Slika 2) (Desmidt i sur., 2015).

Agrikulturna
primjena \ Obrada
Ljudi » kanalizacije
Neagrikulturna i / / W
industrijska Efluent Mulj/prah
primjena mulja

P-obnova iz tekuce faze

P-obnova iz krute faze

Slika 2. Zatvoreni ciklus fosfora, ukljuujuci proces obnove (Desmidt i sur., 2015)

2.2. Napredno biolosko uklanjanje fosfora iz otpadne vode

Proces naprednog bioloskog uklanjanja fosfora se temelji na obogacenju aktivhog mulja s
polifosfat akumuliraju¢im organizmima. U konvencionalnom EBPR procesu, obogacéenje
aktivnog mulja sa PAO se postize recirkulacijom mulja kroz anaerobne i aerobne uvjete. U
anaerobnim uvjetima PAO pohranjuju lako razgradive organske spojeve poput hlapljivih
masnih kiselina (VFA, engl. Volatile Fatty Acids) kao polihidroksi alkanoate (PHA), i pri tome
stvaraju potrebne reducirajuée ekvivalente (NADH,) tako Sto konvertiraju glikogen u PHA.
Taj fermentacijski put takoder stvara dio energije u obliku ATP, a ostatak potrebne energije
se dobiva hidrolizom polifosfata. Kada PAO hidroliziraju polifosfate, dolazi do otpustanja orto-
P iz stanice u mijeSanu tekucinu (ML, engl. Mixed Liquor). Zatim, u aerobnim uvjetima, PAO
oksidiraju pohranjene PHA da dobiju energiju za nadopunu rezervi polifosfata i glikogena, te
za rast i odrzavanje stanica (Slika 3). PAO nadopunjavaju rezerve polifosfata tako Sto unose
orto-P iz mijeSane tekudine u svoje stanice i sintetiziraju polifosfate (Smolders i sur., 1994;

Kuba i sur., 1996). Glikogen je unutarstanicni polimer koji omogucava redukcijske
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ekvivalente i dio energije potrebnu za anaeroban unos organskih sastojaka (Vargas i sur.,
2011). PAO se mogu selektirati medu drugim mikroorganizmima upravo zahvaljujuci svojoj
sposobnosti unosa i pohrane organskih sastojaka u anaerobnim uvjetima (Mino i sur., 1998).
Bududi da se tijekom aerobne faze unese vise fosfora nego Sto se otpusti tijekom anaerobne
faze, postize se ukupno uklanjanje fosfora iz mijeSane tekucine (Goel i Motlagh, 2014).

Uklanjanje fosfora se postiZze uklanjanjem viska biomase aktivnog mulja iz reaktora, koji je
bogat polifosfatima (Grady i sur., 1999).

anaerobno aerobno/anoksi¢no

VEA Orto-P [ Orto-P

y S~

Slika 3. Karakteristicne promjene VFA, orto-P, PHA i glikogena u konfiguraciji anaerobno-

aerobno/anoksi¢no EBPR procesa (Zhou i sur., 2010a).

Smatra se da je potpuni unos VFA tijekom anaerobne faze kljutan za EBPR proces, i
preporuCeni omjeri za ucinkovito uklanjanje fosfora su KPK/P (KPK, Kemijska Potrosnja
Kisika) najmanje 35 i BPK/P (BPK, Biokemijska Potrosnja Kisika) najmanje 20 (Moore, 2009).
1 g fosfora se moze ukloniti sa 10 g lako biorazgradivog organskog spoja. Za svrhu
dizajniranja EBPR procesa u literaturi se preporuca omjer 50 mg KPK po mg uklonjenog P
(Randall i sur., 1998).



2.2.1. Tko su PAO?

Dugo se vjerovalo da su Acinetobacter-povezani organizmi dominantni PAO (Fuhs i Chen,
1975), medutim, kasnije je pokazano da oni ne mogu anaerobno asimilirati acetat (Seviour i
sur., 2003) i da ne dominiraju u procesima uklanjanja fosfora (Mino i sur., 1998). Danas se
vjeruje da su odgovorni PAO Candidatus Accumulibacter phosphatis, Rhodocyclaceae obitelj
B-proteobakterija, koji su pronadeni u reaktorima laboratorijskog mijerila, u kojima su
koriSteni acetat i/ili propionat kao izvori ugljika (Hesselmann i sur., 1999; Crocetti i sur.,
2000; Oehmen i sur., 2005a; Lemos i sur., 2003) i u EBPR postrojenjima punog mijerila
(Zilles i sur., 2002a, 2002b). Cole i sur. (2007) su originalnu sekvencu Candidatus

Accumulibacter phosphatis svrstali u rod Propionvibrio, unutar Rhodocyclaceae obitelji.

U EBPR procesu osim PAO, prisutni su i glikogen akumulirajuéi organizmi. GAO poput
Candidatus Competibacter phosphatis i Defluvicoccus se uobiajeno nalaze u EBPR
sustavima. GAO imaju vrlo slican metabolizam kao PAO, s razlikom da GAO nemaiju
mogucénost pohrane polifosfata u aerobnim uvjetima niti otpustanja fosfora u anaerobnim
uvjetima. GAO troSe glikogen za proizvodnju potrebnog ATP i NADH, koji im je potreban za
unos VFA i pohranu kao PHA. Buduéi da GAO, poput PAO, u anaerobnim uvjetima koriste
VFA kao organski supstrat, u anaerobnim uvjetima se odvija kompeticija za VFA izmedu PAO
i GAO. Ukoliko GAO postanu brojniji od PAO, dolazi do naruSavanja procesa bioloSkog

uklanjanja fosfora iz otpadne vode (Rubio- Rincén i sur., 2017; Oehmen i sur., 2005a).

2.3. Denitrificiraju¢a defosfatacija

EBPR proces se moze voditi osim u anaerobno-aerobnom, i u anaerobno-anoksi¢nom rezimu
jer osim kisika kao akceptor elektron mogu posluZitit i nitriti odnosno nitrati (Kern-Jesperen i
sur., 1994). U anaerobno-anoksicnom rezimu proces se oslanja na aktivnost i brojnost
denitrificirajucih fosfor akumuliraju¢ih organizmama (DPAQO). DPAO imaju isti metabolizam
kao i PAO, s razlikom da DPAO koriste nitrite/nitrate kao akceptore elektrona, a PAO kisik
(Slika 3). Buduc¢i da DPAO u anoksicnim uvjetima koriste nitrat i/ili nitrit kao akceptor
elektrona, u toj fazi se istovremeno odvijaju denitrifikacija i unos fosfora s istim donorom
elektrona, KPK, Sto je od velike vaznosti jer je u vecini komunalnih otpadnih voda upravo
nedostatak ugljika limitirajudi faktor za uklanjanje dusika i fosfora. Buduci da mikroorganizmi
u anoksi¢nim uvjetima imaju nizu brzinu rasta, u anaerobno-anoksi¢nom rezimu nastaje i

manje viSka biomase aktivhog mulja. Takoder, buduci da nema aerobnih uvjeta, ostvaruje se



i uSteda na aeraciji. Dakle, vodenje EBPR procesa u anaerobno-anoksicnom rezimu rezultira
smanjenom potrebom na organskim spojevima, smanjenim troSkovima za aeracijom i
manjom koli¢inom proizvedenog viska aktivnog mulja, u odnosu na anaerobno-aeroban
rezim. Kako se u anaerobno-anoksicnom procesu istovremeno uklanjaju dusik i fosfor, taj

proces se naziva i denitrificiraju¢a defosfatacija (Copp i Dold, 1998).

U sustavima za biolosku obradu otpadnih voda dusik se uklanja tako Sto se u aerobnim
uvjetima amonijak konvertira u nitrit, a nitrit zatim u nitrat (nitrifikacija). Nastali nitrati se
zatim u anoksi¢nim uvjetima uz izvor ugljika konvertiraju preko nitrita do plinovitog dusika
(denitrifikacija) (Metcalf i Eddy, 2003). Turk i Mavinic (1986) su pokazali da uklanjanje dusika
iz otpadne vode preko nitrita (dakle, u aerobnim uvjetima se favorizira oksidacija amonijaka
do nitrita, a zatim u anoksicnim uvjetima se denitrificira nakupljeni nitrit do plinovitog dusika)
rezultira 40% smanjenjem potrebnog KPK tijekom denitrifikacije (jer se KPK ne troSi za
denitrifikaciju nitrata do nitrita, nego samo od nitrita nadalje), 63% viSom brzinom
denitrifikacije (kako se denitrifikacija provodi od nitrita nadalje, nema utroska vremena na
denitrifikaciju od nitrata do nitrita, pa denitrifikacija traje krace) i 300% nizim iskorisStenjem
biomase tijekom anaerobnog rasta. Iako nitrit pokazuje prednosti pred nitratom kao akceptor
elektrona u procesu denitrificirajuce defosfatacije, nitrit takoder djeluje i kao inhibitor na
brojne mikroorganizme aktivhog mulja (Wang i sur., 2007; Kuba i sur., 1993; Saito i sur.,
2004).

U sustavu za biolosku obradu otpadnih voda ugljik je potreban za PAO i za denitrifikante, Sto
Cesto rezultira u pomanjkanju organskih sastojaka kod otpadnih voda koje imaju nizak omjer
KPK/N (Kuba i sur.,, 1996). Denitrificirajua defosfatacija moZe biti alternativa
konvencionalnom uklanjanju dusika i fosfora i rijesSiti problem limitacije organskih sastojaka
(Zhang i sur., 2010).

2.3.1. Tko su DPAO?

DPAO su frakcija PAO, imaju sposobnost unijeti fosfor u svoje stanice i pohraniti ih kao
polifosfate u anoksi¢nim uvjetima kada nema kisika (Vargas i sur., 2011). Pokazano je da se
Accumulibacter moze podijeliti u dva tipa, koji imaju nekoliko skupina razlicitih
denitrificirajuc¢ih sposobnosti (He i sur., 2007; Flowers i sur., 2009). Sposobnost DPAO da
koriste nitrat ili nitrit tijekom denitrificirajue defosfatacije ovisi o tipu PAO skupine (Ahn i
sur., 2001). Hu i sur. (2003) su podijelili DPAO u dvije skupine, DPAO preko nitrata koji
mogu koristiti kisik i nitrat kao akceptor elektrona, i DPAO preko nitrita koji mogu koristiti
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kisik, nitrat i nitrit kao akceptor elektrona. Pomocu 16SrRNA i gena za polifosfat kinazu kao
genetickog markera, McMahon i sur. (2002) su pokazali da se Accumulibacter sastoji od dvije
glavne skupine, Accumulibacter phosphatis skupina I (PAOI) i Accumulibacter phosphatis
skupina II (PAOII), a obe skupine se sastoje od nekoliko razliCitih podskupina. Skupina IA
moZze spojiti redukciju nitrata odnosno nitrita s unosom fosfora, dok skupina IIA ne moze
provoditi unos fosfata s nitratom kao akceptorom elektrona, nego samo s nitritom (Carvalho i
sur., 2007; Oehmen i sur., 2010; He i sur., 2007; Flowers i sur., 2009). Martin i sur. (2006)
su proveli metagenomnu studiju s EBPR muljem iz dva razliita sustava laboratorijskog
mjerila obogacenih s Accumulibacter skupinom IIA i pokazali da ta skupina nema gen
odgovoran za kodiranje respiratorne nitrat reduktaze, i stoga, te bakterije ne bi trebale biti
sposobne reducirati nitrat u nitrit. Ipak, bududi da su geni koji kodiraju put denitrifikacije
nitrita bili prisutni, sugerirali su da Accumulibacter skupina IIA moze denitrificirati od nitrita
nadalje. Miyauchi i sur. (2007) su sugerirali da Accumulibacter moze koristiti nitrit kao
akceptor elektrona, skupa s kisikom, kada su proucavali raznolikost gena nitrit reduktaza u

Accumulibacter.

Rubio-Rincon i sur. (2017) su bacili novo svjetlo na sposobnost PAOI. Napravili su iste
pokuse s dvije razliCite kulture, visoko obogacenu PAOI i PAOI-GAO kulture. Visoko
obogacena PAOQI kultura je zabiljezila neznacajan anoksicni unos fosfata i redukciju nitrata, a
PAOI-GAO kultura je zabiljezila visoku anoksi¢nu aktivnost unosa fosfata. Obje kulture su
pokazale dobru anoksi¢nu aktivnost unosa fosfata s nitritom. Ovi autori sugeriraju da druge
mikrobne skupine, poput GAO, provode redukciju nitrata do nitrita u njihovom EBPR sustavu,
a da PAOI koriste nastali nitrit za anoksicni unos fosfata. Kontradiktorne rezultate su postigli
Camejo i sur. (2016) koji su pronasli da PAOI imaju potrebne enzime za denitrifikaciju od

nitrata nadalje.

Isto kao Sto u anaerobno-aerobnom rezimu rada uz PAO postoje GAO, tako i u anaerobno-
anoksiénom rezimu uz DPAO postoje i DGAO (Denitrificirajuéi Glikogen Akumulirajudi

Organizmi) (Rubio-Rincdn i sur., 2017).



2.3.2. Denitrificiraju¢a defosfatacija preko nitrita
2.3.2.1. Ucinak koncentracije nitrita na denitrificirajuc¢u
defosfataciju

Ahn i sur. (2001) su pokazali da aktivni mulj obogacen nitrat-DPAO populacijom moze
koristiti nitrit kao akceptor elektrona pri mnogo visim vrijednostima nego Sto je objavljen
prag toksi¢nosti za aeroban unos fosfora. Kuba i sur. (1993) su zabiljezili da 5-10 mg

NO,—N/L inhibira unos fosfata u anaerobno-anoksicnom rezimu.

Wang i sur. (2007) su proveli pokuse denitrificirajue defosfatacije s acetatom kao izvorom
ugljika u SBR reaktoru (engl. Sequencing Batch Reactor, hrv. Sarzni reaktor koji radi po
fazama) pri pocetnim koncentracijama nitrita 5,5 mg/L, 9,5 mg/L i 15 mg/L, i s poCetnih 10
mg PO4-P/L. Pokuse su proveli pri omjerima P/N (mmol/mmol) 0,9, 0,48 i 0,31 i pri tome
ostvarili brzine unosa fosfora 2,26 mgP/gMLSSh (MLSS, engl. Mixed Liquor Suspended Solids,
hrv. Suspendirane cestice u mijeSanoj tekucini, koristi se kao mjera koncentracije
mikroorganizama aktivnhog mulja), 0,86 mgP/gMLSSh i 0 mgP/gMLSSh, te brzine
denitrifikacije 3,86 mgN/gMLSSh, 2,56 mgN/gMLSSh i 2,23 mgN/gMLSSh. Njihovi rezultati
pokazuju da su i brzina unosa fosfora i brzina redukcije nitrita u pokusu s pocetnih 9,5 mg
NO,-N/L bile sporije hego u pokusu vodenom pri 5,5 mg NO,-N/L. U pokusu vodenom pri 15
mg NO,-N/L, anoksi¢an unos fosfora nije zabiljezen, a redukcija nitrita se dovijala sporo.
Denitrificiraju¢a defosfatacija se uspjesno odvijala pri koncentracijama nitrita 5,5 i 9,5 mg/L,
a 15 mg/L nitrita je imalo inhibicijski ucinak. Njihovi pokusi su pokazali da nitrit ne djeluje
kao inhibitor na unos fosfora sve dok ne dode do praga inhibicije. Saito i sur. (2004)
smatraju da nitrit nema negativan ucinak na enzimski sustav povezan s denitrifikacijom nego
na enzimski sustav povezan s unosom fosfata i potencijalnom sintezom polifosfata (Slika 4).
Slika 4 prikazuje osjetljivost unosa fosfata i respiraciju (izrazenu kao % aktivnosti) prema
pocetnoj koncentraciji nitrita. Nitrit do 4 mgN/L nema utjecaja na anoksi¢ni unos fosfata, dok
je postotak aktivnosti aerobnog unosa fosfata pri 1 mgNO,-N/L na 20%. Nitrit snazno
inhibira aerobnu aktivnost PAO cak pri niskoj koncentraciji. Inhibicijski ucinak nitrita je
izrazeniji u aerobnim nego u anoksi¢nim uvjetima. Pri 12 mg NO,-N/L aerobni unos fosfata je
skoro potpuno izgubljen, dok je anoksi¢ni unos fosfata na 65%. Sli¢an ucinak je vidljiv i na
respiracijskoj aktivnosti. Oko 2 i 5 mg NO,-N/L rezultira s 50 i 20% respiracijske aktivnosti,
dok je nitratna respiracija pri tim uvjetima normalno odrzavana. Razlog bi mogao biti da je
nitrit metaboliziran u anoksi¢nim uvjetima. Wang i sur. (2007) smatraju da prag

koncentracije nitrita koji uzrokuje inhibiciju ovisi o tome koliko je mulj aklimatiziran na nitrit.
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Slika 4. Ucinak nitrita na aktivnost PAO (Saito i sur., 2004)

Zhang i sur. (2010) su proucavali ucinak koncentracije nitrita 5 mg N/L, 15 mg N/L, 25 mg
N/L, 35 mg N/L i 45 mg N/L na denitrificiraju¢u defosfataciju s acetatom kao izvorom ugljika.
Pokusi su zapoceli s 8,5 mg P/L i 350 mg KPK/L. Profil anaerobnog otpustanja P je bio isti u
svim pokusima, i svi su do kraja anaerobne faze dosegnuli oko 31,5 mgP/L, a anoksi¢an unos
fosfora je rastao s porastom pocetne koncentracije nitrita (Slika 5). Pri koncentracijama
nitrita 5 i 15 mg N/L zabiljeZen je niski unos P, a sav dodan nitrit je denitrificiran, pa se
nakon utroSka nitrita javilo sekundarno otpustanje fosfora. Pri pocetnoj koncentraciji nitrita
25 mg/L i viSoj nije zabiljezeno sekundarno otpustanje fosfora. Pri pocetnoj koncentraciji
nitrita 45 mg/L zabiljeZen je unos fosfata 12,9 mgP/gMLSS. Ahn i sur. (2001) su uspjeli
odrzavati anoksi¢an unos fosfata pri koncentracijama nitrita 20-40 mg N/L. Zhang i sur.
(2010) nisu zabiljezili inhibitorni ucinak nitrita na denitrificirajuéu defosfataciju ¢ak ni pri 45
mg N/L, koji su zabiljezili koncentraciju slobodne nitritne kiseline 0,007 mg HNO,-N/L.
Inhibitorni ucinak na anoksi¢an unos fosfata se zapravo ne pripisuje nitritima nego slobodnoj
nitritnoj kiselini, koja pri koncentraciji 0,02 mg HNO,-N/L ili viSoj u potpunosti zaustavlja
unos fosfata (Zhou i sur., 2007). Zhang i sur. (2010) smatraju da je mulj koristen u njihovom
istrazivanju mogao tolerirati tako visoku koncentraciju slobodne nitritne kiseline jer je
dugotrajno kultiviran s nitritom kao jedinim elektron akceptorom. Pri koncentracijama nitrita
5 mg N/L, 15 mg N/L, 25 mg N/L, 35 mg N/L i 45 mg N/L zabiljezili su brzine unosa fosfata
6,43 mgP/gMLSSh, 8,61 mgP/gMLSSh, 12,26 mgP/gMLSSh, 14,26 mgP/gMLSSh i 14,43
mgP/gMLSSh, a izraCunati omjeri P/N su iznosili 1,8 mgP/mgN, 0,97 mgP/mgN, 0,94



mgP/mgN, 0,82 mgP/mgN, i 0,85 mgP/mgN. Od ispitivanih koncentracija nitrita za pocetnih
8,5 mg P/L i KPK 350 mg/L istaknuli su 35 mg N/L kao povoljnu koncentraciju za uspjecno
provodenje denitrificirajuce defosfatacije.
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Slika 5. Anoksican unos fosfata (a) i potrosnja nitrita (b) pri koncentracijama nitrita 5 mg
N/L, 15 mg N/L, 25 mg N/L, 35 mg N/L, i 45 mg N/L (Zhang i sur., 2010)

Zhou i sur. (2010b) su ispitali u¢inak niske (4 mg NO,-N/L, 6 mg NO,-N/L, 8 mg NO,-N/L i 16
mg NO,-N/L) i visoke (20 mg NO,-N/L, 40 mg NO»-N/L i 80 mg NO,-N/L) koncentracije nitrita
na denitrificiraju¢u defosfataciju, s acetatom kao izvorom ugljika. U pokusima pri 4 mg NO,-
N/L, 6 mg NO,-N/L, 8 mg NO,-N/L i 16 mg NO,-N/L ostvareni su pocetni omjeri N/P 0,09,
0,13, 0,18 i 0,36, a u pokusima pri 20 mg NO,-N/L, 40 mg NO,-N/L i 80 mg NO,-N/L
ostvareni su pocetni N/P omijeri 0,6, 1,2 i 2,4. Maksimalna brzina unosa P je rasla s porastom
poCetne koncentracije nitrita, od pocetnih 4 mg NO,-N/L (4,57 mg P/g MLSSh) do
maksimalne brzine pri 20 mg NO,-N/L (8,76 mg P/g MLSSh), a s daljnjim porastom
koncentracije nitrita je opadala, i najniza maksimalna brzina unosa P je zabiljezena pri
najviSoj pocetnoj koncentraciji nitrita, 80 mg NO,-N/L (3,65 mg P/g MLSSh). Maksimalna
brzina denitrifikacije nitrita je imala isti trend, s porastom pocetne koncentracije nitrita je
rasla, od pocetnih 4 mg NO,-N/L (2,24 mg N/g MLSSh) do najviSe maksimalne brzine
denitrifikacije nitrita pri po€etnoj koncentraciji nitrita 20 mg NO,-N/L (10,57 mg N/g MLSSh),
a zatim je s daljnjim porastom koncentracije nitrita opadala, i pri najviSoj pocetnoj
koncentraciji nitrita, 80 mg NO»-N/L je iznosila 4,39 mg N/g MLSSh. Sav nitrit je denitrificiran
pri pocetnoj koncentraciji nitrita 4-20 mg NO,-N/L, medutim pri 40 mg NO»-N/P i 80 mg NO,-
N/P preostalo je na kraju pokusa oko 18 mg NO,-N/L i oko 60 mg NO,-N/L. U pokusima pri 4

10



mg NO,-N/L, 6 mg NO,-N/L, 8 mg NO,-N/L i 16 mg NO,-N/L na kraju pokusa preostalo je
oko 41 mg PO4-P/L, 38 mg PO4-P/L, 35 mg PO4-P/L i 15 mg PO4-P/L. U pokusima pri 20 mg
NO,-N/L, 40 mg NO,-N/L i 80 mg NO,-N/L na kraju pokusa je preostalo oko 7,5 mg PO4-P/L,
18 mg PO4+-P/L i 20 mg PO4-P/L. U svojim pokusima zabiljezili su relativno malu koli¢inu
anoksi¢nog unosa fosfora s nitritom kao akceptorom elektrona u odnosu na nitrat. Istaknuli
su optimalan omjer elektron akceptora za unos fosfora N/P 0,60 pri poCetnih 20 mg NO,-N/L.
Ukoliko je pocetna koncentracija elektron akceptora ispod optimalnog omijera, kolicina
unesenog fosfora Ce porasti s koncentracijom, u suprotnom ¢e se smanijiti. DPAO u ovom
istrazivanju su izgubili sposobnost brzog otpustanja i unosa fosfora u kontinuiranim

anaerobno-anoksi¢nim uvjetima.

2.3.2.2. Ucinak koncentracije mikrobne biomase na
denitrificirajucu defosfataciju

Wang i sur. (2007) su ispitali uc¢inak koncentracije mikrobne biomase, izraZzene kao MLSS na
denitrificiraju¢u defosfataciju: pokusi su vodeni pri poCetnim koncentracijama MLSS 1844
mg/L, 3231 mg/L i 6730 mg/L (Slika 6), te pri 33 mg NOs-N/L i s acetatom kao izvorom
ugljika. Povecanje koncentracije MLSS sa 1844 mg/L na 6730 mg/L je imalo ucinak na proces
denitrificiraju¢e defosfatacije tako Sto je porasla brzina denitrifikacije i anoksicnog unosa
fosfata, a smanijila se koli¢ina unesenog P po reduciranom N sa 2,1 mg PO4s-P/mg NOz-N na
1,57 mg PO4+P/mg NOs-N. Sposobnost otpustanja fosfora i unosa acetata u anaerobnim
uvjetima je porasla s porastom koncentracije MLSS. Razlog bi mogao biti porast potrebne
energije za odrzavanje stanica. Od ispitanih koncentracija aktivhog mulja, prva koncentracija
mulja pri kojoj je postignuta stabilna koncentracija fosfora, zabiljezen je plato, je 6730 mg
MLSS/L. Povecanjem MLSS sa 1844 mg/L na 3231 mg/L je povecana ucinkovitost uklanjanja
fosfora. Povecanje MLSS do 6730 mg/L je rezultiralo malim promjenama u specifi¢noj brzini
denitrifikacije i specifi¢noj brzini unosa fosfora. Brzina denitrifikacije i unosa P su porasle s
porastom koncentracije MLSS. Koli¢ina fosfata unesena po denitrificiranom dusSiku tijekom
poCetnih 30 minuta je smanjena s 2,1 na 1,57 mg PO4;P/mg NOs-N, s porastom
koncentracije MLSS. Veca koncentracija MLSS bi mogla dovesti do nize specificne brzine
denitrifikacije i unosa P. Smanjenje brzine pri visokoj koncentraciji MLSS bi moglo biti
uzrokovano kompeticijom medu razli¢itim trofinim skupinama koje se nalaze u aktivnom

mulju. U tom istrazivanju povecanje koncentracije MLSS skraduje reakcijsko vrijeme
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otpustanja P i anoksi¢nog unosa P, medutim, prekomjerna koncentracija MLSS smanjuje
specifitnu brzinu denitrifikacije. Takoder sugeriraju da bi se koncentracija MLSS trebala

odrzavati u rasponu 3-4 g/L za proces denitrificirajuce defosfatacije.
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Slika 6. Ucinak MLSS na unos i otpustanje fosfata (Wang i sur., 2007)

2.3.2.3. Ucinak pH na denitrificirajucu defosfataciju

Wang i sur. (2007) su ispitali u¢inak pH, i to 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0 i 8,5 u anaerobnoj fazi, a
u anoksi¢noj fazi su ispitali unos fosfora u stanice DPAO pri pH 7,0 te pri pocetnom pH 7,0
koji se dalje nije kontrolirao nego samo mijerio. Brzina anaerobnog otpustanja P je porasla s
porastom pH vrijednosti. Vrijednost pH iznad 8,0 je uzrokovala kemijsko taloZzenje P pa je
koncentracija otopljenog P pala. Tijekom anoksi¢nih uvjeta zabiljezen je porast pH vrijednosti
zbog denitrifikacije i anoksi¢nog unosa P. Ovi autori sugeriraju da bi se tijekom procesa

denitrificirajue defosfatacije pH trebao odrzavati ispod 8,0 da se sprijeci talozenje P.

Zhang i sur. (2010) su ispitali u¢inak pH vrijednosti 6, 7 i 8 na denitrificirajucu defosfataciju
(Slika 7). Anaerobno otpustanje P je raslo s porastom pH vrijednosti, i maksimalno
otpustanje P je zabiljezeno pri pH 8,0. U anoksi¢nim uvjetima maksimalan unos fosfata je

zabiljezen pri pH 7,0. Smolders i sur. (1994) sugeriraju da je razlog vecem otpustanju P to
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Sto bakterije trebaju vise energije pri viSem pH za unos organskog aniona. Bond i sur. (1999)
ukazuju da je mogudi razlog vecem otpustanju P intracelularna kontrola pH, i povecanje

vanstani¢nog pH dovodi do povecanja intracelularnog pH i dodatnog otpustanja P.

Fosfat, mgP/L
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0 B0 120 180 240 300 360 420 480
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Slika 7. Varijacija fosfata pri pH 6,0 (e), 7,0 (o) i 8,0 (A) (Zhang i sur., 2010)

Li i sur. (2018) su istrazivali brzinu otpustanja fosfora i unosa fosfora u mikrobne stanice pri
vrijednostima pH 6,5, 7,5, 8,0 i 8,5. Pokusi su provedeni s 3,3 g MLSS/L, natrijevim acetatom
kao izvorom ugljika i oko 10 mg PO,-P/L. U anoksi¢nu fazu je dodano 20 mg NO,-N/L. Na
slici 8 su prikazane brzine anaerobnog otpustanja fosfora i anoksi¢nog unosa fosfora pri pH
vrijednostima 6,5, 7,5, 8,0 i 8,5.
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Slika 8. Uc¢inak pH na brzinu otpustanja i unosa P (Li i sur., 2018)
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S porastom pH vrijednosti od 6,5 do 8,0, brzine anaerobnog otpustanja fosfora i anoksi¢nog
unosa fosfora su takoder rasle (Slika 8). Brzina anaerobnog otpustanja fosfora je rasla s 9,62
mg/gh na 20,95 mg/gh pri porastu pH vrijednosti s 6,5 na 8,0. Pri pH vrijednosti 8,5 dolazi
do taloZenja fosfora te je pala brzina otpustanja fosfora, na 10,59 mg/gh. Pri vrijednostima
pH 6,5, 7,5, 8,0 i 8,5 brzina anoksicnog unosa fosfora je iznosila 18,92 mg/gh, 20,55 mg/gh,
23,29 mg/gh i 13,73 mg/gh (Li i sur., 2018).

2.3.2.4. Ucinak izvora ugljika na denitrificirajucu defosfataciju

U istrazivanju denitrificiraju¢e defosfatacije uglavnom se u pokusima koriste kao izvor ugljika
acetat i propionat jer su to dvije najzastupljenije hlapljive masne kiseline prisutne u otpadnim
vodama grada (Vargas i sur., 2011). Jiang i sur. (2007) su vodili DPAO sustav s nitritom kao
akceptorom elektrona i acetatom kao donorom elektrona tijekom 35 dana. Zhang i sur.
(2010) su uspjesno vodili nitrit-DPAO SBR sustav u anaerobno-anoksicnom rezimu s

acetatom kao izvorom ugljika i nitritom kao akceptorom elektrona vise od 6 mjeseci.

Vargas i sur. (2011) su istrazivali ucinak acetata i propionata kao izvora ugljika na aktivnost
denitrificiraju¢eg uklanjanja P s nitritom kao akceptorom elektrona. Dodavali su nitrit u
pulsevima, 4 pulsa kojima su dodali sveukupno 70 mg NO,-N/L, tijekom anoksi¢ne faze da
izbjegnu inhibiciju nitritom. Vodili su anaerobno-anoksi¢ni SBR s propionatom kao izvorom
ugljika i nitritom kao akceptorom elektrona tijekom 29 dana, i zatim se se prebacili na acetat
kao izvor ugljika tijekom 37 dana, Sto je rezultiralo progresivnim smanjenjem
defosfatacijskog kapaciteta. S oba izvora ugljika vrijednosti za omjere P otpusten/C unesen,
0,55+0,07 P-mol/C-mol za acetat i 0,38+0,08 P-mol/C—mol za propionat dobivene su slicne
teoretskim vrijednostima 0,50 P-mol/C-mol za acetat (Smolders i sur., 1994; Oehmen i sur.,
2010) i 0,42 P-mol/C-mol za propionat (Oehmen i sur., 2005b). PHA u pokusima s acetatom
je rezultirao visokim udjelom PHB (polihidroksi butirat), a u pokusima s propionatom PHA je
bio u obliku PHV (polihidroksi valerat) i PH2MV (poli-B-hidroksi-2-metilbutirat). Omijer
NUR/PUR (engl. Nitrite Uptake Rate, hrv. Brzina unosa nitrita i PUR, engl. Phosphate Uptake
Rate, hrv. Brzina unosa fosfata) je bila 1,5 puta veca s propionatom nego s acetatom kao
izvorom ugljika. Vargas i sur. (2011) tu razliku pripisuju razlicitom sastavu PHA. Omijer
NUR/PUR govori koliko je NO,-N potrebno za unos mola P. Buduci da je u anoksi¢nim

uvjetima bila veéa brzina unosa P s acetatom nego s propionatom, ukupan gubitak P-
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uklanjanja s acetatom je bio djelomi¢no zbog toga Sto je viSe P otpusteno u anaerobnim
uvjetima, pa je i bio veéi P/C omijer, i zato nije bilo dovoljno vremena za potpuni P unos u

anoksi¢nim uvjetima.

Razlika u izvoru ugljika je vidljiva i u unutarstani¢nim rezervama glikogena, s acetatom kao
izvorom ugljika koli¢ina glikogena je bilo znatno smanjena u odnosu na razine glikogena
postignute s propionatom kao izvorom ugljika. Carvalho i sur. (2007) su pripisali limitaciju
glikogena niskoj anoksicnoj brzini proizvodnje glikogena s acetatom kao izvorom ugljika i
sugerirali dodatak aerobne faze da se odrzi potrebna razina glikogena. Koristenje acetata
zahtijeva viSe razgradnje glikogena nego propionat prema metabolickom modelu (0,5 prema
0,23 C-mol/C-mol (Oehmen i sur., 2010)), Sto je u suglasju s Vargas i sur. (2011) koji su
postigli nizu anoksi¢nu brzinu proizvodnje glikogena s acetatom nego s propionatom. Zhou i
sur. (2009) su pokazali da Accumulicater moze koristiti i acetat i glikogen za dobivanje
reducirajue snage u anaerobnim uvjetima. Anaerobna proizvodnja reducirajue snage s
acetatom preko TCA (TCA, engl. Tricarboxylic Acid Cycle, hrv. Ciklus trikarboksilne kiseline)
ciklusa ovisi o dostupnosti glikogena. Zhou i sur. (2009) su sugerirali da Candidatus
Accumulibacter phosphatis koriste acetat za anaerobnu proizvodnju reducirajuée snage, i da
se anaerobna proizvodnja reducirajuce snage vjerojatno provodi preko ciklusa trikarboksilne
kiseline, i da upotreba TCA ciklusa za proizvodnju reduciraju¢e snage ovisi o dostupnosti
razgradivog glikogena. Vargas i sur. (2011) sugeriraju da je smanjenje razine glikogena s
acetatom kao izvorom ugljika rezultat ispiranja DF1MIX (FISH probe za odredivanje
Defluviicoccus vanus Kklastera, vrsta GAO) GAO iz sustava. S propionatom kao izvorom ugljika
je zabiljezeno povecanje PAOMIX (FISH probe za odredivanje Accumulibacter) - vezuéih
stanica i smanjenje udjela DF1MX. S acetatom kao izvorom ugljika udio PAOMIX je smanjen,
a DF1MIX-vezuée stanice su se isprale iz sustava. Izmjereno smanjenje DFIMIX GAO
prilikom promjene izvora ugljika moZe objasniti smanjenje razine glikogena u anaerobno-

anoksi¢nom rezimu s acetatom kao izvorom ugljika.

Zhang i sur. (2010) su ispitali acetat, glukozu i butansku kiselinu kao izvore ugljika u procesu
denitrificirajuce defosfatacije s nitritom kao akceptorom elektrona. ZabiljeZzeno je anaerobno
otpustanje fosfata slijede¢im trendom: acetat>butanska kiselina>glukoza, a taj isti trend je
zabiljezen i kod anaerobnog unosa KPK. Unatoc razlici u koli¢ini unesenog organskog ugljika
u stanice, u narednoj anoksi¢noj fazi zabiljezen je unos fosfata. Carvalho i sur. (2007) isticu
da razliciti izvori ugljika rezultiraju obogadenjem razli¢itih PAO koji imaju razlicite
sposobnosti. Anaerobno otpustanje fosfora je bilo najnize s glukozom kao izvorom ugljika jer

je mulj bio aklimatiziran na acetat, a anaeroban put razgradnje glukoze je drugaciji od
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acetata. Otpustanje P s butanskom kiselinom, kao i unos butanske kiseline je bio viSi nego
kod glukoze jer je anaerobna razgradnja butanske kiseline sli¢na acetatu.

2.3.2.5. Inhibicijski ucinak nitrita/slobodne nitritne kiseline

Akumulacija nitrita ili nitritne kiseline djeluje inhibirajuc¢e na rast i/ili proizvodnju energije kod
razliCitih mikroorganizama u sustavu bioloSke obrade otpadne vode, ukljucujuéi amonijak i
nitrit oksidirajuce bakterije (Anthonisen i sur., 1976; Hellinga i sur., 1999; Vadivelu i sur.,
2006), denitrifikante (Sijbesma i sur., 1996), Candidatus Accumulibacter phosphatis (Zhou i
sur. 2007), i Acinetobacter sp. (Weon i sur., 2002). Vrijednost pH i koncentracija slobodne
nitritne kiseline su obrnuto proporcionalni, pa Sto je nizi pH u bioreaktoru, to je visa
koncentracija slobodne nitritne kiseline. Slobodna nitritna kiselina je vrlo reaktivna molekula
sposobna za interakciju sa Sirokim rasponom supstrata i za induciranje mutagenih ucinaka
(Burge i Pfefferkorn, 1964).

Zhou i sur. (2010c) su proveli pokuse sa 150 mg KPK/L s acetatom kao izvorom ugljika, 20
mg P/L i 5 mg NH4-N/L, a istrazivane koncentracije nitrita su bile u rasponu 20-100 mgN/L.
Vrijednost pH u anaerobnoj fazi se odrzavala na 7,5, a u anoksi¢noj fazi su se pokusi
provodili pri vrijednostima pH 6, 6,5, 6,8, 7, 7,5 i 8. Isticu da slobodna nitritna kiselina ima
mnogo snazniji inhibicijski ucinak na unos fosfora i proizvodnju glikogena nego na razgradnju
PHA i redukciju nitrita (Slika 9). Pri koncentraciji slobodne nitritne kiseline iznad 0,044 mg
HNO,-N/L, anaerobni metabolizam DPAO je bio aktivan unatoC prisutnosti nitrita, a dokaz
tome je bilo otpustanje fosfora i potrosnja glikogena. Metabolizam DPAO se nije potpuno
obnovio od inhibicije slobodnom nitrithom kiselinom u narednim uvjetima bez slobodne
nitritne kiseline. Brzina obnove je ovisila o primijenjenoj koncentraciji slobodne nitritne
kiseline u prethodnom anoksiénom periodu. Ti autori sugeriraju da su inhibitorni ucinci
razli¢iti i mogu se pripisati razlicitim mehanizmima koji rade istovremeno. Nitrit, odnosno

slobodna nitritna kiselina su i supstrat, ali i inhibitor u anoksi¢cnom metabolizmu DPAO.
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Slika 9. Inhibitorni ucinak slobodne nitritne kiseline na aktovnost DPAO: a) unos P; b)

redukciju N; ¢) proizvodnju glikogena; i d) potrosnju PHA (Zhou i sur., 2010c)
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3. ZAKLJUCCI

Nitrit moZe sluZiti kao akceptor elektrona u procesu denitrificirajuce defosfatacije
BioloSko uklanjanje fosfora u anaerobno-anoksicnom rezimu rezultira manjom
potrebom na organskim sastojcima, ustedi na aeraciji i manjom koliinom viska
aktivnog mulja, u usporedbi s provodenjem procesa u anaerobno-aerobnim uvjetima
Nitrit kao akceptor elektrona u procesu denitrificiraju¢e defosfatacije rezultira kracim
trajanjem procesa te dodatnim ustedama na kolicini organskih sastojaka u odnosu na
nitrat kao akceptor elektrona

Inhibicijski ucinak nitrita na mikroorganizme aktivnhog mulja u procesu denitrificirajuce
defosfatacije ovisi o koncentraciji nitrita, nacinu dodavanja nitrit u reaktor (u vise
pulseva ili odjednom), te o razini adaptacije mikroorganizama na nitrit

Primjena denitrificiraju¢e defosfatacije je u otpadnim vodama koje karakterizira nizak

omjer C/N
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Izjava o izvornosti

Izjaviljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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