Karakteristike aerobnih granula i proces aerobne
granulacije u obradi otpadnih voda

Krznar, Katarina

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2015

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/um:nbn:hr:159:480123

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-12

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloki Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:480123
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:41
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:41
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:41

SveucdiliSte u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Preddiplomski studij Prehrambena tehnologija

Katarina Krznar

6712/PT

KARAKTERISTIKE AEROBNIH GRANULA | PROCES
AEROBNE GRANULACIJE U OBRADI OTPADNIH VODA

Modul: Biotehnologija u zaStiti okoliSa

Mentor: lzv. prof. dr. sc. Tibela Landeka Dragicevi¢

Zagreb, 2015



DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Zavrsni rad
SveucdiliSte u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Preddiplomski studij Prehrambena tehnologija
Zavod za prehrambeno-tehnolosko inZenjerstvo

Laboratorij za bioloSku obradu otpadnih voda

KARAKTERISTIKE AEROBNIH GRANULA | PROCES AEROBNE
GRANULACIJE U OBRADI OTPADNIH VODA

Katarina Krznar 6712/PT

Sazetak: Aerobne su granule samo-imobilizirani sfericni agregati mikroorganizama. Ovi
gusti mikrobni agregati nacinjeni su od razli€itih bakterijskih vrsta 1 obi¢no sadrze milijune
organizama po gramu biomase. Od ovih se bakterija oc¢ekuje da imaju razlicite uloge u
razgradnji otpadnih voda koje sadrze razlicite organske tvari.

Na Kkarakteristike aerobne granulacije utjecu mnogi faktori: sastav supstrata, koli¢ina
organskog utovara, hidrodinamicka sila smicanja, vrijeme taloZenja, hidrauli¢ko vrijeme
zadrZavanja, aerobno gladovanje 1 sadrzaj Ca?" iona.

Prednosti aerobnih granula formiranth u SBR reaktorima jesu gusS¢a 1 ¢vrS¢a mikrobna
struktura, dobra sposobnost talozenja i sposobnost rada pri velikom organskom opterecenju.
Aerobne granule mogu se Koristiti u pro¢is¢avanju visoko oneci$¢enih otpadnih voda sa

organskim sastojcima i toksi¢nim tvarima.

Kljucéne rije¢i: aerobne granule, aerobna granulacija, SBR, mikrobna struktura

Rad sadrzi: 26 stranica, 6 slika, 2 tablice, 55 literaturna navoda

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektronickom (pdf format) obliku pohranjen u: Knjiznica
Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta, Kaci¢eva 23, Zagreb

Mentor: izv. prof. dr. sc. Tibela Landeka Dragicevi¢

Rad predan: rujan, 2015.



BASIC DOCUMENTATION CARD
Final work
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Undergraduate studies Food Technology
Department of Food Engineering

Laboratory for the Biological Waste Water Treatment

CHARACTERISTICS OF AEROBIC GRANULES AND AEROBIC GRANULATION
PROCESS FOR WASTE WATER TREATMENT

Katarina Krznar 6712/PT

Abstract: Aerobic granules are self-immobilized spherical aggregates of microorganisms.
These dense microbial aggregates consist of various bacterial species and typically contain
millions of organisms per gram of biomass. These bacteria are expected to play different roles
in degrading wastewater containing various organic chemicals.

Characteristics of aerobic granulation are affected by many factors: composition of substrate,
organic loading rate, hydrodynamic shear force, settling time, hydraulic retention time,
aerobic starvation and content of Ca*".

The advantages of aerobic granules formed in SBRs are dense and strong microbial structure,
good settling ability and ability to withstand a high organic loading rate. Aerobic granules can

be used in treating high-strength wastewaters containing organics and toxic substances.

Keywords: aerobic granules, aerobic granulation, SBR, microbial structure

Thesis contains: 26 pages, 6 figures, 2 tables, 55 references

Original in: Croatian

Final work in printed and electronic (pdf format) version is deposited in: Library of the
Faculty of Food Technology and Biotechnology, Kaci¢eva 23, Zagreb

Mentor: PhD. Tibela Landeka Dragicevié, Associate Professor

Thesis delivered: September, 2015



SADRZAJ

2. TEORIISKIDIO ..o
2.1, Aerobne granule ...
2.1.1. VeliCina aerobnih granula .........c.cccccceiiiiiiiiinii e
2.1.1.1.  Profil razvoja veli¢ine aerobnih granula .............ccccoeiiiiniiiinnnn.
2.1.2. Morfologija aerobnih granula ...
2.1.3. Gustoca i ¢vrstoca aerobnih granula ............ccccoeiiiiiiii
2.1.4. Specifi¢na stopa iskoriStavanja kisika ..........ccccccoiiiiiiiniiniiniini
2.1.5. Stabilnost aerobnih granula tijekom skladistenja ............c.cccocvevinnnnn
2.1.6. Mikrobna struktura aerobnih granula ............ccccoociiiiiinniie
2.2, Aerobna granulaCija .......cccccevveiiiiieie e
2.2.1. Faktori koji utjeCu na aerobnu granulaciju .........cccocevveeriienieiieennns
2.2.1.1.  SASLAV SUPSIIALA ....eovveeveieriiiieiiieiesee et
2.2.1.2.  Koli€ina organskog optereCenja .........ccoccervvererivenveneerenieeneennenns
2.2.1.3. Hidrodinamicka sila smicanja .........c.cccccvvviviiiinninniiniiiicneen
2.2.1.4.  Vrijeme taloZenja ........cccovviviiiiiiiiniiie
2.2.1.5. Hidraulicko vrijeme zadrzavanja ............cccooevrveniieniniecseenesnennes
2.2.1.6.  Aerobno gladovanje ...
2.2.1.7.  Poveéana kolidina Ca’ i0N@ .....c.covevvevveerereeiesrseeseeeessss oo
2.2.2. Postupak formiranja aerobnih granula — mehanizam granulacije ........
3. ZAKLJIUCAK ....coiiiiiiiiiiieiissisessssisssssesssssssssss s
4. LITERATURA et

w N N N P

11
11
11
11
13
14
14
14
14
16
16
16
17
18
19
20



1. UVOD

U posljednje se vrijeme pridaje sve viSe pozornost aerobnoj granulaciji, koja je vazan dio
biotehnologije u zastiti okoliSa u cilju pro¢is¢avanja otpadnih voda.

Aerobna granulacija kombinacija je kemijskog inZenjerstva i bioloskih procesa u cilju razvoja
kompaktne forme aktivnog mulja s dobrim svojstvima talozenja.

Aerobne su granule kompaktne i guste mikrobne zajednice, u kojima svaka individualna vrsta
obavlja odredenu radnju u cilju proc¢is¢avanja otpadnih voda koje sadrze organske i toksi¢ne
tvari. Formiranje aerobnih granula iz aktivnog mulja proces je koji ovisi o fizikalnim,
kemijskim i bioloskim uvjetima.

U ovom radu dat ¢e se uvid u aerobne granule i njihove karakteristike te u proces aerobne
granulacije i ¢imbenike koji utjeCu na nju. Osim toga, detaljnije ¢e biti pojasSnjen profil
razvoja veli¢ine aerobnih granula pod dva razlicita fizikalno kemijska uvjeta: fototrofni i ne-

fototrofni uvjeti.



2.  TEORIJSKI DIO

2.1. Aerobne granule

Aerobne su granule guste mikrobne zajednice, formirane auto-imobilizacijom raznolikih
mikroorganizama te obic¢no sadrze milijune mikroorganizama po gramu biomase. Ni jedna od
individualnih vrsta u ovim mikro-ekosustavima nije sposobna kompletno razgraditi odredenu
koli¢inu otpadne vode. Okupljeni u granule, ovi mikroorganizmi imaju razli¢ite uloge u
razgradnji sloZenih industrijskih otpadnih voda koje sadrze razli¢ite organske sastojke, nitrat i
fosfor.

Suvremena tehnologija aerobnih granula mulja daje doprinos i poboljSanje bioloskoj obradi
otpadnih voda. Aerobne granule mogu se Koristiti u procis¢avanju visoko onecis¢enih
otpadnih voda sa organskim sastojcima i toksi¢nim tvarima.

U usporedbi s konvencionalnim aktivnim muljem, aerobne granule imaju mnogobrojne
prednosti: bolju sposobnost taloZenja, jacu mikrobnu strukturu, bolje zadrzavanje biomase i
bolju sposobnost rada s toksi¢nim spojevima (Adav i sur., 2008a; Beun i sur., 1999; Liu i Tay,
2002; Morgenroth i sur., 1997).

2.1.1. Veli¢ina aerobnih granula

Veli¢ina granule bitan je ¢imbenik u oblikovanju fizikalnih svojstava i u odredivanju
karakteristika aerobnih granula.

Aerobne granule mulja bile su uspjesno kultivirane u rasponu veli¢ina od 0,02 mm (Liu 1 sur.,
2005) do 9,0 mm (Wang i sur., 2004). U prosjeku, promjer aerobne granule mulja iznosi
izmedu 0,1 i 3,0 mm (Li i sur., 2008; Verawaty i sur., 2013; Liu i sur., 2012; Abdullah i sur.,
2013; Liisur., 2014).

Istrazeno je da s porastom veli¢ine granula biomase rastu i parametri poput brzina talozenja i
gustoa biomase, dok istovremeno dolazi do smanjenja jacine granula, specifi¢ne
hidrofobnosti i indeksa volumena mulja (SVI1, eng. Sludge Volume Index).

Veli¢ina granule utjeCe na njezina fizioloSka i fizicka svojstva. Veli¢ina granule moze
ograniciti transport i difuziju mase zbog poroznosti strukture koja se smanjuje s porastom
veli¢ine granula. Poroznost granula bitan je faktor jer odreduje dostupnost hranjivih tvari, kao
i prodiranje nepozeljnih tvari. Osim toga, manje su aerobne granule vise ucinkovite za
aerobnu obradu otpadne vode ukoliko imaju vise Zzivih stanica u odredenom volumenu

granula.



2.1.1.1. Profil razvoja veli¢ine aerobnih granula
Istaknuto je u literaturi (Nor-Anuar i sur., 2007) da se profil razvoja veli¢ine aerobnih granula
zbiva pri dva razlicita fizikalno-kemijska uvjeta:

v Ne-fototrofni uvjeti

v' Fototrofni uvjeti

Ta istraZivanja provedena su u dva identi¢na bioreaktora, nazvana Rnp i Rp, koji su radili u
ne-fototrofnim odnosno fototrofnim uvjetima. Reaktor Rp bio je pod stalnim djelovanjem
svjetla koje je podrzavalo rast fotosintetskih mikroorganizama, dok reaktor Rnp nije bio
osvijetljen. Razvijena je shema kako bi se shvatio mehanizam razvoja veli¢ine aerobne
granule tijekom procesa granulacije.

Reaktori unutarnjeg promjera 65 mm i radnog omjera visina/promjer (H/D, eng.
Height/Diameter) 17, nazvani Rnp odnosno Rp, bili su postavljeni i djelovali u ne-
autotrofnim odnosno autotrofnim uvjetima sa radnim volumenom 3 L.

Reaktori su bili opremljeni sa cijevi za dotok tekué¢ine koja se nalazila na dnu reaktora, otvora
za otpadnu vodu lociranog na sredini visine reaktora i otvora za uzorkovanje mijeSane
tekucine i granuliranog mulja.

Kompresor za zrak opskrbljivao je sustav s kisikom iz zraka preko difuzora. Brzina protoka
zraka bila je 4 L/min kako bi potaknula formiranje finih mjehurica u cilju nastajanja
homogeniziranog mulja. Otopljeni je kisik (DO, eng. Dissolved Oxygen) bio u reaktoru
konstantno promatran tijekom perioda aeracije SBR ciklusa.

Temperatura i pH motreni su i odredivani pH metrom, a sonde su bile postavljene u sredini
visine oba reaktora.

Osvjetljenje reaktora Rp bilo je pod konstantnom opskrbom svjetlo/mrak u ciklusu od 16/8 h.

Reaktori su radili u uzastopnim SBR ciklusima, u kontinuiranom radu od 24h.

Operativno razdoblje i faze SBR-ova u granulaciji aerobnih granula mulja u fototrofnim
uvjetima (AGSp, eng. Aerobic Granular Sludge under phototrophic condition) i ne-
fototrofnim uvjetima (AGSnp, eng. Aerobic Granular Sludge under non-phototrophic

condition) prikazani su u tablici 1.



Tablica 1. Operacije SBR za aerobnu granulaciju AGS, odnosno AGSy, (Nor-Anuar i sur.,

2007)
FAZE RADA AGS, AGS;p
BIOREAKTORA
Vrijeme (min) Vrijeme (min)
aeracija 120 110
talozenje 5 5
praznjenje 5 5
hranjenje 10 60
mirovanje 35-40 0
Ukupno ciklusi po danu 8 8

U oba reaktora, Rp i Rnp, dobavljana je sintetiska otpadna voda s dna rektora.
Opterecenje s KPK iznosilo je 1,6 g KPK/Ld, a omjer KPK/N je iznosio 8,3.

Sastav sintetske otpadne vode naveden je u Tablici 2.

Tablica 2. Sastav sintetske otpadne vode za uzgoj aerobnih granula (Nor-Anuar i sur., 2007).

Medij sastav opaske

65,1 mM NaAc

Medij O 3,7 MM MgSO, X 7 H,0 KPK=1,6¢

4,8 mM KCI L1d

35,2 mM NH,CI

Medij N 2,2 mM K;HPO, KPK =8,3

4,4 mM KH,PO,

1 g FeSO, x 7TH,0 L!

3 g CuSO,4 x 5H,0

Elementi u tragovima 3 g CoCl, x 6 H,0O

(omiL?) 16,4 g CaCl, x 2 H,0

10,1 g MnCl, x 4 H,0O

4,59 2ZnSO,4 x 7 H,0O

100 g EDTA

Voda 1200 ml destilirane vode Totalni pritok 1500 ml po ciklusu




Formiranje aerobnih granula bilo je pozorno motreno pomocu elektronskog mikroskopa.
Odredivane su morfoloske i strukturne promjene granula, pomocu sustava analize slika. Prije
mikroskopskih pregleda, granule su bile rasporedene na temelju veli¢ina pomocu sita (0,2; 0,4

i 0,6 mm) i temeljem toga rasporedene u 3 skupine: male, srednje i velike granule.

Koncentracija mikrobne biomase izrazdena kao MLSS (MLSS, eng. Mixed Liquor Suspended
Solids) i MLVSS (MLVSS, eng. Mixed Liquor Volatile Suspended Solids) u AGSnp i AGSp
bila je usporedena. AGSnp se odnosi na aerobne granule mulja koje su bile razvijene pod ne-
fototrofnim uvjetima, a AGSp podrazumijeva da su granule bile uzgojene pod fototrofnim
uvjetima. Profil koncentracije biomase tijekom procesa granulacije za AGSp i AGSnp
prikazan je na Slici 1.
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# MLSS AGSp & MLVSS AGS, # MLSS AGS O MLVSS AGS

Biomass Concentration (gMLSS/L, gMLVSS/L)

0 5 10 15 20 25 20 35 40
Time (Day)
Slika 1. Profil koncentracije biomase za AGSp i AGSnp ukazuje na porast biomase tijekom
procesa granulacije. AGSp granule pokazuju vec¢u sposobnost nakupljanja i porasta

koncentracije biomase u odnosu na AGSnp (Nor-Anuar i sur., 2007).

Pocetne koncentracije bimase bile su 3 g MLSS/L za oba tipa aerobnih granula. Nakon 4 dana
reakcije u Rp bio je uo€en porast koncentracije biomase kod AGSp do 5,5 g MLSS/L, dok je
kod AGSnp ostao na istoj razini (3 g MLSS/L). Nakon 10 dana reakcije koncentracija je
biomase u slu¢aju AGSp porasla na 8,8 g MLSS/L, a kod AGSnp porast je i dalje neznatan. U

5



periodu izmedu 10. i 19. dana zabiljezen je porast biomase kod AGSnp s 3,7 gMLSS/L na 7,1
gMLSS/L, dok je u istom razdoblju kod AGSp prirast biomase bio povecan za samo 0,4
gMLSS/L. Od 19. dana eksperimenta, koncentracija je biomase kod AGSnp nastavila rasti
sporijom brzinom, kako bi se omoguc¢ili uvjeti granulacije u cilju uspje$nog razvoja granula
(Leeisur., 2010).

Iz mikrobioloskog pogleda, ovaj period omogucéuje mikroorganizmima da nadopune enzime
za resinteze esencijalnih metabolita prije nego Sto dode do mikrobnog eksponencijalnog rasta.
Ono §to je najvaznije jest da je pod ovim uvjetima poboljSana stabilnost granula za
dugorocan rad.

Nadalje, usporavanje rasta je posljedica dezintegracije aerobnih granula gdje je doSlo do
ogranic¢enja prijenosa kisika kao rezultat kompeticije izmedu autotrofnog i heterotrofnog rasta
Sto je konac¢no dovelo do deficita denitrifikacije u srediStu granule (Wan i sur., 2009).

To bi vjerojatno uzrokovalo raspad i odvajanje aerobnih granula u manje fragmente.

Osim toga, uzrok manje produkcije biomase kod AGSnp u odnosu na AGSp mogao bi biti
zbog konverzije supstrata do CO, i H,O tijekom respiracije, gdje veca produkcija CO, u
AGSnp kulturi objasnjava manji prinos biomase aerobnih granula (Liu i Tay, 2008).
Dezintegrirane aerobne granule bile su uklonjene ispiranjem otpadne vode iz Rp sustava.
Neke studije tvrde da dezintegrirane granule imaju ulogu nukleusa za novi ciklus granulacije
(Leeisur., 2010; Hu i sur., 2005).

U 26. danu koncentracija biomase kod AGSp naglo se povecala na 13,5 g MLSS/L (Slika 1).
U toj se fazi vidjelo da zrele aerobne granule imaju formiranu dodatnu strukturu na povrsini
granula zbog novih povezivanja medu flokulama.

Neuobicajeno zrele AGSp s veli¢inom ve¢om od 5 mm bile su otkrivene na dnu reaktora Rp
koji je radio pod fototrofnim uvjetima. Te iste granule bile su u moguénosti odrzati strukturne
karakteristike ¢ak i nakon 90 dana produljene granulacije.

Unato¢ velikoj veli¢ini, AGSp su bile ovalnog asimetri¢nog oblika, smede boje i s dobro
definiranom vanjskom povr$inom. Nove se flokule nastoje pri¢vrstiti na AGSp i tako obavijati
vanjsku povrSinu zrele granule.

Na temelju mikroskopskih istrazivanja, zrele su se AGSnp razlikovale 2 mm od zrelih AGSp
¢ija je veli¢ina iznosila preko 5 mm.

To ukazuje na razli¢itu morfologiju i strukturne karakteristike granula uzgojenih pod
razli¢itim fototrofnim uvjetima.

Uobicajene veli¢ine aerobnih granula u rasponu su izmedu 2 mm i 4 mm (Liu i sur., 2005).

Iako je AGSnp bio u moguénosti povecati veli¢inu granula do 5 mm, idealna veli¢ina

6



aerobnih granula optimalnih svojstava i ekonomske u¢inkovitosti za SBR tretman nalazi se
izmedu 1,0 mm i 3,0 mm (Toh i sur., 2003a).

Song i sur. (2010) sugeriraju da bi se zrela aerobna granula mogla Koristiti kao cijepivo kako
bi sluzila kao supstrat za nove epizode granulacije.

Znacajan pad koncentracije biomase kod AGSnp bio je viden 35. dan eksperimenta. Do istog

je doslo zbog dezintegracije granula, slicno onom §to se desilo tijekom granulacije AGSp.

Mikroskopska i1 vizualna zapazanja ukazala su da su dezintegracije zrelih granula rezultat
cijepanja — raskidanja puknutih struktura granula. Cijepanje — raskidanje granula otkrilo je
unutarnju strukturu koja se sastoji od srediS$nje jezgre bakterija oko koje se nalazi Supljina
okruzena raznolikim bakterijskim morfotipovima. Dezintegracijom i cijepanjem zrelih
granula nastaju manji fragmenti.

Ovaj profil strukture sugerira da je slicno ponasanje slijedilo dogadaj koji se zbio kod AGSp
izmedu 10. i 18. dana eksperimenta.

Posto je AGS imao kasnu fazu dezintegracije, to moze sugerirati da je potreban duzi period
za razvoj granula. Nor-Anuar i sur. (2007) smatrali su kako je potrebno 90 dana granulacije da
bi se uzgojio AGS.

Nakon 25. dana, brzina porasta koncentracije biomase kod AGSp postaje manja i ne dolazi
do uodljivih promjena granula. U ovoj fazi aerobni mikroorganizmi pocinju rasti i ukupni
suspendirani mulj postize najvecu vrijednost koncentracije od 14 g MLSS/L. Kako se proces
aerobne granulacije nastavlja, tako suspendirane flokule prelaze najprije u kompaktne
agregate te potom u kompaktne granule. Dakle, pretpostavlja se da je granulacija zavrSena u
onom trenutku kada je formirana jasna granica 1 pravilan oblik granula kao Sto je opisao Liu i

sur. (2008).

U usporedbi s AGSnp, sve formirane AGSp granule imale su stabilan, pravilan, gust i
kompaktan oblik, te je bila olakSana sposobnost talozenja. Obje MLVSS koncentracije, i
AGSp i AGSnp su se bitno povecale, $to ukazuje na porast biomase tijekom granulacije
mulja.

Nacijepljeni mulj razvio se u stabilne granule. Nakon nekog vremena, broj je fototrofnih
fakultativno anaerobnih bakterija bio povecan 1 okupljen u unutarnjem dijelu granula zajedno
s bakterijama koje su bile manje sposobne i nisko tolerantne na kisik. Bakterije koje su dobro
tolerirale Kisik bile su s vanjske strane granula. Potom su granule bile sklone raspadanju u

oblik nepravilnih, malih flokula i1 Ccestica. Flokule i Ccestice iz raspadnutih granula

7



rekombinirale su se pod aerobnim uvjetima koji omogucuju granulama da porastu,
rezultirajuci formiranjem zrelog AGSp. Razvoj AGSnp tekao je na isti nac¢in samo §to je bilo
potrebno vise vremena zbog razlicitih fizikalno-kemijskih okolnosti. Navedene procese uocili
su Sturm i Irvine (2008) i Hu i sur. (2005).

Na temelju navedenog, postoji mogucnost uzgoja aerobnih granula u SBR pri fototrofnim
uvjetima. Granule proizvedene u Rp pruzaju prihvatljiviji ishod u odnosu na AGSnp. Faza
mirovanja u trajanju od 35-40 min, primijenjena u bioreaktoru tijekom granulacije, pokazuje
kako je dulje vrijeme gladovanja potrebno da bi nastale AGSp s ve¢om koncentracijom
biomase. Ovaj su fenomen potkrijepila istrazivanja Liu i Tay (2004a,b) i Li i sur. (2006).
Posto je koncentracija biomase AGSp bila u konacnici visa od one u AGSnp, pretpostavlja se
da su fototrofne fakultativno anaerobne bakterije zivjele udobno u unutarnjem dijelu granula.
Ocito je da krace vrijeme gladovanja vodi do produkcije manje koncentracije biomase kod
AGSp te je razlika u trajanju formiranja takoder znacajna, $to su zapazili Pijuan i sur. (2009)
i Liisur. (2006).

Profil razvoja veli¢ine aerobnih granula u Rp odnosno Rnp prikazan je slikom 2.

I AGSp i AGSnp razvili su se iz mulja kojeg su Cinile nestabilne i labave flokule prosjecne
veli¢ine manje od 0,4 mm.

Tijekom granulacije, AGSp 1 AGSnp imale su slicne sheme razvoja veli¢ine granula. Do
smanjenja broja granula doslo je vjerojatno zbog formacije vecih granula veli¢ine izmedu 0,4
i 0,6 mm. Na 10. dan eksperimenta dolazi do porasta velicine AGSnp. Unato¢ prirastu
veli¢ine, dobro definirani AGSnp nisu jo§ formirani ve¢ ostaju kao granule s istaknutom
labavom mrezastom strukturom. Ta mrezasta struktura granula 19. dana prelazi u stabilne
granule s glatkom vanjskom povr§inom. U ovoj fazi oba su tipa granula formirana, ali s loSe
definiranom strukturom.

Koncentracija biomase pokazuje nagli porast izmedu 24. i 45. dana eksperimenta te se
stabilizira izmedu 45. 1 70. dana.

Frakcije AGSp 26. dana nastavljaju rasti i 50% ukupnog volumena frakcija postize veli¢inu
iznad 0,6 mm. U tom trenutku AGSp ima oko 1,5 puta ve¢i omjer veli¢ine frakcija nego li
AGSnp.
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Slika 2. Razvoj veli¢ine AGSp odnosno AGSnp (AGS) u SBRnp odnosno SBRp (Nor-Anuar i
sur., 2007)

Tijekom ovih eksperimentalnih promatranja, razvijena je ilustrativna shema s prikazom
mehanizma razvoja veli¢ine aecrobne granule (Slika 3).

PredloZena shema pruza jednostavan koncept razvoja veliCine aerobne granule u procesu
granulacije.

Pokazatelj uspjesne granulacije radije je kompaktnost i sposobnost sedimentacije granula
nego li sama veli¢ina granula.

Porast veli¢ine AGSp deSava se vjerojatno zbog porasta koncentracije biomase, $to vodi do
naseljavanja fakultativno anaerobnih mikroorganizama koji preferiraju rast u unutarnjem
dijelu granula i nakupljanja minerala formiraju¢i taloge koji grade i jacaju strukturu granula
(Juang i sur., 2010; D’Abzac i sur., 2010; Liu i sur., 2003a).

Razli¢iti tipovi formiranja aerobnih granula slijede slicnu shemu razvoja veli¢ine unato¢

razli¢itim fizikalno-kemijskim uvjetima.



Items Criteria/Description

Size: Small Medium Large
Granule size: 02-04 0.4-0.6 > 0.6

Size development:

1) Non-steady state: ° Flocculation . Granulation .

Day 0-10 Day 10-26 Day 26-35

2) Steady-state:

Rapid granulation
. P .- .

Day 19-35

3) Combined © . ~___" .

Day 19-35

Slika 3. Predlozena shema razvoja veli¢ine aerobnih granula (Nor-Anuar i sur., 2007)

2.1.2. Morfologija aerobnih granula

Aerobne granule imaju dobro definiran izgled i oblik.

Aerobne su granule tamnosmede boje s dodatnom strukturom Zuckasto smedih mrlja
ucvrSéenih na povrsini granula.

Cijepanjem — raskidanjem granula moze se posti¢i uvid u unutarnju strukturu.

Unutrasnjost granule sastoji se od srediSnje jezgre bakterija oko koje se nalazi Supljina

okruzena raznolikim i mnogobrojnim bakterijskim morfotipovima.

2.1.3. Gusto¢éa i ¢vrstoéa aerobnih granula
Specifi¢na gravitacija aerobnih granula iznosi 1,004 — 1,065 (Etterer i Wilderer, 2001; Tay i

sur., 2001a). Granule s dobrom ¢vrstocom podnose Visok stupanj abrazije i smicanja. Aerobne
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granule malih veli¢ina viSe su kompaktne u usporedni s ve¢im granulama (Toh i sur., 2003b;

Yang i sur., 2004).

2.1.4. Specifi¢na brzina iskoristavanja kisika aerobnih granula

Mikrobna aktivnost mikroorganizama karakterizirana je specifi¢cnom brzinom iskoristavanja
kisika (SOUR, eng. Specific Oxygen Utilization Rate).

Biokemijske reakcije povezane s bakterijskom metabolizmom pokazuju aproksimirani
linearni odnos izmedu iskoriStenja kisika i produkcije ugljikovog dioksida.

SOUR je bitna karakteristika za procjenu sposobnosti aerobnih granula za obradu

industrijskih otpadnih voda velikih optereéenja.

2.1.5. Stabilnost aerobnih granula tijekom skladistenja

Primjena aerobnih granula bila je smatrana kao jedna od obecavajucih biotehnologija u obradi
otpadnih voda (Adav i sur., 2008b).

Nazalost, aerobne granule mogu lako izgubiti stabilnost i aktivnost tijekom skladistenja, koje
moze biti ozbiljna barijera za njihovu prakti¢nu primjenu (Adav i sur., 2008a; Zhang i sur.,
2005).

Tay i sur. (2002a) napominju da granule postaju nepravilnije i manje te otpustaju topljive
organske materijale nakon 8 tjedana skladiStenja.

Tay 1 sur. (2002b) objasnjavaju da aerobne granule koje su bile hranjene glukozom gube oko
60% metabolicke aktivnosti, a aerobne granule hranjene acetatom gube 90% metabolicke

aktivnosti, nakon 4 mjeseca skladistenja na temperaturi od 4 °C u vodi iz slavine.

2.1.6. Mikrobna struktura i raznolikost aerobnih granula

Aerobne se granule sastoje od razli¢itih bakterijskih vrsta i obi¢no sadrZe milijune organizama
po gramu biomase.

Aerobne granule karakterizirane su kao gusti 1 ¢vrsti mikrobni agregati sa sfericnim vanjskim
oblikom.

Mikrobna raznolikost aerobnih granula bila je istrazena tehnikama molekularne
biotehnologije (Yi i sur., 2003; Tay i sur., 2002c; Jiang i sur., 2003; Meyer i sur., 2003;
Tsuneda i sur., 2003). Heterotrofne, nitrificirajuce, denitrificirajuce, fosfor-akumulirajuce i

glikogen-akumulirajuée bakterije bile su identificirane u acrobnim granulama razvijenim pod
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razli¢itim uvjetima (Jiang i sur., 2003; Meyer i sur., 2003; Tsuneda i sur., 2003; Lin i sur.,
2003; Yang i sur., 2003).

Obligatne aerobne amonij-oksidiraju¢e bakterije Nitrosomonas spp. nalaze se uglavnom u
unutra$njosti, na dubini od 70 do 100 pm od povrSine granule, a aerobne granule sadrzavaju
pore i kanale koji prodiru do 900 um dubine ispod povrSine granule. Pore i1 kanali olakSavaju
transport kisika i hranjivih tvari u granule, a metabolita van granula. Za potpuno iskoristenje
aerobnih mikroorganizama u granulama, optimalni dijametar aerobnih granula trebao bi biti
manji od 1,6 mm.

Mikrobna je raznolikost aerobnih granula usko povezana sa sastavom podloge — medija u
kojem su one bile razvijene i strukturom aerobnih granula.

Tay 1 sur. (2001) istrazivali su formiranje aerobnih granula iz nacijepljenog mulja.
Usporedivali su mikroskopskim tehnikama granule koje su bile kultivirane u dva SBR
reaktora. U jednom su reaktoru bile hranjene s glukozom, a u drugom s acetatom. Nitaste su
bakterije prevladavale u nacijepljenom mulju koji je imao labavu, nepravilnu i paperjastu
strukturu. Aerobne su granule sazrele u oba SBR reaktora nakon 3 tjedna. U usporedni s
granulama hranjenim s acetatom, dominantne nitaste bakterije u granulama hranjenim s
glukozom ucdinile su vanjsku povrsinu granula paperjastom (Slika 4). Granule koje su bile

hranjene s glukozom sadrzavale su i neke koki bakterije.

Slika 4. Mikrostrukture aerobnih granula hranjenih: a) glukozom, b) acetatom (Tay i sur.,
2001).

Analizom, skeniraju¢im elektornskim mikroskopom (SEM, eng. Scanning Electron
Microscope), uoceno je da nitasti mikroorganizmi dominiraju na vanjskoj povr$ini aerobnih

granula koje su bile hranjene glukozom.
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Aerobne granule hranjene acetatom imale su veoma kompaktnu mikrostrukturu te su
prevladavale bakterije Stapicastog oblika (Slika 5).

To podrazumijeva da je aerobna granulacija graduirani proces koji ukljucuje prijelaz
nacijepljenog mulja u kompaktne nakupine, zatim u granulirani mulj i u konacnici do zrelih

granula.

Slika 5. Mikrostrukture aerobnih granula hranjenih: a) glukozom, b) acetatom (Tay i sur.,
2001).

Promjene u mikrobnoj strukturi pripisane su fizioloSkoj prilagodbi raznolikih
mikroorganizama tijekom procesa aerobne granulacije. Do promjena u bakterijskom sastavu i
obilju vrsta doslo je zbog interakcija medu razli¢itim grupama bakterija i mikroniSama koje

one zauzimaju.

2.2. Aerobna granulacija

Aecrobna granulacija kombinacija je kemijskog inZenjerstva i bioloskih procesa u cilju razvoja
kompaktne forme aktivnog mulja s dobrim svojstvima talozenja.

Porast koncentracije biomase rezultat je dinami¢nog povezivanja mikroorganizama i
agregacije minerala u obilk gustih, jakih 1 sferi¢nih agregata biomase (Simoes 1 sur., 2009).
Istrazeno je da povezivanje mikroorganizama povecava otpornost biofilma tijekom kemijskih
1 mehanickih tretmana.

Vecina je aerobnih granula uzgojena u SBR reaktorima.
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SBR reaktori koriste se za prociS¢avanje otpadnih voda iz industrija i otpadnih voda iz
domacinstva.
U SBR reaktoru, u istom spremniku, se provode faze ciklusa obrade, i to: punjenje, aeracija,

talozenje i odlijevanje-dekantiranje obradene otpadne vode.

U usporedbi s konvencionalnim aktivnim muljem, prednosti aerobnih granula formiranih u
SBR reaktoru jesu gusta i Cvrsta mikrobna struktura, dobra svojstva talozenja, dobro

zadrzavanje biomase te sposobnost da izdrze veliku koli¢inu organskog opterecenja.

Proucavanjem modela aerobne granulacije zakljucuje se da su glavni ¢imbenici koji utjecu na
aerobnu granulaciju: karakteristike aerobnih granula, mikrobna struktura i raznolikost, te

njihova industrijska primjena, i vazni su za cjelovito razumijevanje aerobne granulacije.

2.2.1. Faktori koji utjeCu na aerobnu granulaciju

U literaturi su navedeni brojni ¢imbenici koji utje¢u na aecrobnu granulaciju:
v’ Sastav supstrata

Organsko opterecenje

Hidrodinamicka sila smicanja

Vrijeme taloZenja

Hidrauli¢ko vrijeme zadrZavanja

Aerobno gladovanje

AN N N N YN

, v 2+
Povecana koli¢ina Ca

2.2.1.1. Sastav supstrata

Uzgoj aerobnih granula istrazen je koriStenjem razlicitih supstrata, ukljucujuci glukozu,
acetat, etanol, fenol i sinteticku otpadnu vodu (Beun i sur., 1999; Peng i sur., 1999; Tay i sur.,
2001; Moy i sur., 2002; Jiang i sur., 2002).

Aerobne su granule takoder bile uzgojene s nitrificirajuéim bakterijama 1 neorganskim
izvorom ugljika (Tay i sur., 2002d; Tsuneda i sur., 2003). Ove su nitrificiraju¢e granule
pokazale izvrsnu sposobnost nitrifikacije.

Aerobne granule koje su bile hranjene glukozom imale su nitastu strukturu, dok aerobne

granule hranjene acetatom nisu imale nitastu, ve¢ vrlo kompaktnu strukturu gdje su
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prevladavale Stapicaste vrste. Iz navedenog se zakljuCuje da mikrostruktura granule i

raznolikost vrsta ovise o vrsti izvora ugljika.

2.2.1.2. Kolicina organskog optereéenja

Istrazivanja na biofilmu pokazala su da je struktura biofilma blisko povezana sa organskim
optere¢enjem (OLR, eng. Organic Loading Rate) (Liu i sur., 2007).

OLR jedan je od najkriti¢nijih faktora u formiranju aerobnih granula. Aerobne granule
formiraju se u vrlo §irokom rasponu OLR, od 2.5 do 15 kg KPK/m®d (Moy i sur., 2002; Liu i
sur., 2003a). Tay i sur. (2004) obrazlazu da je jako teSsko formirati granule kada je OLR manji
od 2 kg KPK/ m3d.

Studija o u¢incima OLR na formiranje i stabilnost granula pokazuju da niski OLR rezultira
sporijim formiranjem granula, te je potrebno dulje vrijeme za postizanje stabilnog stanja.

Iako OLR znacajno ne utjeCe na formiranje aerobnih granula, o OLR ovise fizikalne
karakteristike, poput primjerice: srednja veli¢ina aerobnih granula. Liu i sur. (2003a)

objasnjavaju da je srednja veliina aerobnih granula raste s pove¢anjem OLR.

2.2.1.3. Hidrodinamic¢ka sila smicanja

Formiranje aerobnih granula i stabilnost granula poboljSano je pri visokim silama smicanja
(Shin i sur., 1992; Tay i sur., 2001).

Utjecaj sile smicanja na granule smatran je jednim od najvaznijih faktora koji utjeu na
formiranje aerobnih granula.

Vise lokalne sile smicanja u SBR rezultirale su gus¢im granulama manjeg promjera (De
Kreuk i van Loosdrecht, 2006).

Pri viS§im silama smicanja bile su razvijene pravilnije, okruglije i kompaktnije aerobne
granule.

Istaknuto je da je proizvodnja izvanstani¢nih polisaharida blisko povezana sa silom smicanja,
a stabilnost aerobnih granula ovisi o produkciji izvanstani¢nih polisaharida (Tay i sur., 2001).

Posto su ekstracelularne polimerne tvari (EPS, eng. Extracellular Polymeric Substances)
glavna komponenta flokula i biofilmova, pretpostavlja se da te tvari igraju dominantnu ulogu

u svim tipovima formiranja biofilma, ukljucujuéi flokulaciju i granulaciju (Slika 6).
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Slika 6. llustracija efekta EPS na formiranje i rast aerobnih granula (Li i sur., 2006).

Aerobne granule imaju vecu hidrofobnost povrsine stanica u odnosu na nacijepljeni mulj.
Neka istrazivanja sugeriraju da polisaharidi u EPS igraju glavnu ulogu u formiranju tih
mikrobnih agregata. Povecana produkcija ekstracelularnih polisaharida pri visokim silama
smicanja moze doprinijeti kompaktnijoj 1 ¢vr$¢oj strukturi aerobnih granula. Zhang i sur.
(2007) izvjestavaju da ekstarcelularni proteini mogu imati najvazniju ulogu u kontroliranju
formiranja 1 stabilnosti aerobnih granula. Osim toga, poSto protein sadrzi veliku koli¢inu
negativno nabijenih aminokiselina, protein se vise uplice u elektrostatske veze s
viSevalentnim kationima negoli Seceri, te postaje kljuéni faktor u stabiliziranju strukture

agregata.

2.2.1.4. Vrijeme taloZenja

Kratko vrijeme talozenja selektira rast bakterija koje se brzo taloze, dok se mulj s loSim
svojstvima talozenja ispire iz sustava.

Qin i sur. (2004) obrazlozili su da su aerobne granule bile uspjesno kultivirane i postale
dominantne samo u SBR Koji je radio pri vremenu talozenja 5 min.

Smjese aerobnih granula i suspendiranog mulja bile su promatrane u SBR reaktorima pri
vremenima talozenja od 20, 15 1 10 min. Bila je potaknuta produkcija ekstracelularnih
polisaharida, a hidrofobnost povrSine stanica je pri kratkim vremenima talozenja znacajno

porasla.
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Ova otkri¢a ilustriraju ¢injenicu da je aerobna granulacija vodena selektivnim pritiskom, te da
formiranje i karakteristike granula mogu biti kontrolirani manipuliranjem vremena taloZenja.

Izbor optimalnog vremena talozenja vrlo je vazan faktor u procesu aerobne granulacije.
Granule s izvrsnim svojstvima talozenja neophodne su za u¢inkovito funkcioniranje bioloskog

sustava obrade otpadnih voda.

2.2.1.5. Hidraulicko vrijeme zadrzavanja

Ispiranje flokula jedan je od neophodnih operativnih uvjeta za aerobnu granulaciju, posSto se
flokule mogu lako opskrbiti supstratom, te zatim potisnuti granule.

Kratko vrijeme ciklusa stimulira mikrobnu aktivnost i proizvodnju stanica polisaharida te
takoder poboljSava hidrofobnost stanica.

Kratko vrijeme talozenja i hidraulicko vrijeme zadrzavanja (HRT, eng. Hydraulic Retention

Time) obi¢no se koriste kao ¢imbenici koji su selektivnog u¢inka na formiranje granula.

2.2.1.6. Aerobno gladovanje

Faza gladovanja igra znac¢ajnu ulogu u formiranju aerobnih granula.

Uzastopni koraci hranjenja, prozracivanja, talozenja i praznjenja bili su provedeni u SBR.
Mikroorganizmi u SBR trebali su dozivjeti periodi¢ne fluktuacije. Kako je rastao broj radnih
ciklusa, vrijeme potrebno za razgradnju otpadnih tvari se smanjivalo.

Gladovanje je potaknulo formiranje aerobnih granula. Bakterije su postajale hidrofobnije §to
je unaprijedilo granulaciju iz flokula (Tay i sur., 2001; Li i sur., 2006).

Agregacija je smatrana strategijom stanica u borbi protiv gladi.

U literaturi se navodi da bakterija postaje hidrofobnija $to olaksava adheziju ili agregaciju u
uvjetima gladovanja (Bossier i Verstraete., 1996; Tay i sur., 2001).

Ove promjene, gladovanje, rezultiraju proces mikrobne agregacije te granule postaju jace i

gusce.

2.21.7.  Povecéana koli¢ina Ca®* iona
Prisutnost kalcijevog iona u hrani pospjeSuje proces aerobne granulacije. U aerobnim
granulama u kojima ima vise Ca® iona poboljsane su karakteristike talozenja i jacine granula,

te ima vise polisaharida (Jiang i sur., 2003).
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lon Ca** moZe se vezati na negativne grupe koje su prisutne na povrsini bakterija 1 na
ekstracelularnim molekulama polisaharida te na taj nacin djeluje kao most za unaprjedenje

bakterijskih agregacija.

2.2.2. Postupak formiranja aerobnih granula — mehanizam granulacije

Mehanizmi aerobne granulacije su, (Chisti, 1999):

1. Fizikalni pokreti koji poti¢u kontakte medu bakterijama.
Cimbenici koji su ukljuéeni u ovaj korak jesu hidrodinamika, gravitacija, difuzijski
prijenos tvari, termodinamicki ucinci i1 pokretljivost stanice

2. Stabilizacija viSestani¢nih kontakata koji su rezultat prvotnih sila privlacenja.
Spomenute sile privlac¢enja jesu: fizikalne sile (npr. Van der Waalsove sile, privlacne sile
izmedu suprotno nabijenih iona, napetost povrsine, hidrofobnost, nitaste bakterije koje
mogu premostiti pojedinac¢ne stanice); kemijske, i biokemijske sile, ukljucujuéi
dehidraciju povrSine stanice, stapanje stani¢nih membrana te kolektivno djelovanje u
bakterijskoj zajednici

3. Sazrijevanje agregacije stanica kroz proizvodnju ekstracelularnog polimera, rast
stanicnih klastera, metaboli¢ke promjene, okoliSno —izazvane genetiCke ucinke koji
olakSavaju interakcije medu stanicama i dovode do vrlo organizirane mikrobne strukture.
Oblikovanje ustaljenog stanja trodimenzionalne strukture mikrobnih agregata

zahvaljujuéi hidrodinamickim silama smicanja
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3. ZAKLJUCAK

Na temelju ¢injenica istaknutih u ovome radu, moze se zakljuditi:

1.

Aerobne su granule guste mikrobne zajednice, formirane auto-imobilizacijom
raznolikih mikroorganizama te obi¢no sadrze milijune mikroorganizama po gramu
biomase

Promjer aerobnih granula moze biti u rasponu izmedu 0,02 i 9,0 mm dok prosjecni
promjer iznosi 0,1 — 3,0 mm

Pokazatelj uspjeSne granulacije radije je kompaktnost i sposobnost taloZzenja granula
nego li veli¢ina granula

Razlic¢iti tipovi formiranja aerobnih granula slijede sliénu shemu razvoja veli¢ine
unato¢ razli¢itim fizikalno-kemijskim uvjetima

U aerobnim su granulama identificirane heterotrofne, nitrificirajuée, denitrificirajuce ,
fosfor-akumulirajuce i glikogen-akumulirajuce bakterije

Cimbenici procesa aerobne granulacije su sastav supstrata, organsko optereéenje,
hidrodinamicka sila smicanja, vrijeme talozenja, hidraulicko vrijeme zadrzavanja,

aerobno gladovanje, poveéana koli¢ina Ca** iona
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