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1. UVOD

Ispustanjem otpadnih voda koje sadrze amonijak i nitrat u povrSinske vode nastaju ekoloski
problemi kao S$to je smanjena koncentracija otopljenog kisika zbog oksidacije amonijaka u
nitrate i nitrite ¢ime dolazi do pomora riba. Takoder, nitrati i fosfor poticu rast algi $to dovodi
do eutrofikacije rijeka i jezera (Wiesmann, 1994). Eutrofikacija negativno utjeCe na
bioraznolikost i kvalitetu vode (Xu i sur., 2011). Za uklanjanje dusika iz otpadne vode na
uredajima za biolosku obradu otpadnih voda primjenjuju se kombinacija procesa nitrifikacije 1
denitrifikacije (Henze i sur., 2008; Ekama i Wentzel, 2008; Gerardi, 2002).

Fosfor prisutan u otpadnim vodama dolazi iz kué¢anskih i industrijskih izvora. U komunalnim
otpadnim vodama fosfor se pojavljuje u otopljenom obliku, najces¢e kao ortofosfat, te kao
kondenzirani fosfat i organski fosfat. Uobi¢ajena ukupna koncentracija fosfora u komunalnim
otpadnim vodama je izmedu 6 do 8 mg/L (Parsons i Smith, 2008). Fosfor se iz otpadne vode
uklanja bioloskim postupkom koji se zove napredno biolosko uklanjanje fosfora (engl. enhanced
biological phosphorus removal, EBPR) (Tian i sur., 2017; Vargas i sur., 2011).

Uklanjanje ugljika, duSika i1 fosfora iz otpadnih voda i dalje je klju¢no pitanje u zastiti
okolisa. Mnoga postrojenja za prociS¢avanje otpadnih voda suocavaju se s nedovoljnom
koli¢inom organskih spojeva u otpadnoj vodi za u¢inkovito uklanjanje dusika i fosfora (Hu i
sur., 2019). Obic¢no se taj problem rjeSava dodavanjem vanjskog izvora ugljika, no to povecava
operativne troSkove postrojenja. Denitrificirajuéa defosfatacija istice se kao alternativa
konvencionalnim procesima uklanjanja nutrijenata, dusika i fosfora, jer se primjenom procesa
denitrificiraju¢e defosfatacije postize istovremeno uklanjanje organskih sastojaka, nitrata i
fosfata. Takoder, primjenom procesa denitrificirajuée defosfatacije ostvaruju se uStede na
potrebnoj koli¢ini organskih sastojaka, otopljenog kisika, te nastaje manje viska aktivnog mulja
u odnosu na konvencionalne metode uklanjanja dusika i fosfora iz otpadne vode (Zeng i sur.,
2003; Ahn i sur., 2001; Meinhold i sur., 1999b; Kuba i sur., 1996a). Denitrificirajuca
defosfatacija se uglavnom provodi s nitratom kao akceptorom elektrona, iako se i nitrit
(intermedijer procesa nitrifikacije i denitrifikacije) moze koristiti kao akceptor elektrona (Wang
i sur., 2009; Kuba i sur., 1996a).

Izazovi koji se javljaju u provedbi procesa denitrificiraju¢e defosfatacije su postavljanje
optimalnih uvjeta za rast denitrificirajuc¢ih fosfor akumulirajuc¢ih organizama (DPAO) odnosno
postavljanje uvjeta koji sprjecavaju rast drugih bakterija koje se mogu natjecati s njima, poput
glikogen akumuliraju¢ih organizama (GAQO) (Gnida i sur., 2020; Oehmen i sur., 2005; Pijuan i

sur., 2003). Dodatan izazov u provedbi procesa denitrificirajuce defosfatacije s nitritom kao
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akceptorom elektrona je inhibicijski uc¢inak nitrita na brojne skupine mikroorganizama prisutnih
u aktivnom mulju (Ahn i sur., 2001; Meinhold i sur., 1999b; Kerrn-Jespersen i sur., 1994;
Comeau i sur., 1989).

Cilj ovog rada bio je ispitivanje u¢inkovitosti denitrificirajuce defosfatacije sintetske otpadne

vode pri niskom omjeru N/P i pri omjerima C/N 2, 3 i 4 s nitritom kao akceptorom elektrona.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BIOLOSKO UKLANJANJE DUSIKA

Ispustanjem prekomjernih koncentracija dusika i fosfora u povrsinske vode nastaju ekoloski
problemi poput eutrofikacije, koja uzrokuje cvjetanje algi, ali i oneci$¢enje izvora vode za pice.
Zbog toga se u cijelom svijetu postavljaju sve stroze granice za ispustanje obradene vode u
prirodu (Xu i sur., 2011).

Uklanjanje dusika iz otpadne vode bioloskim putem provodi se kombinacijom procesa
nitrifikacije i dentrifikacije. Nitrifikacija je proces u kojem se amonijak oksidira u nitrit i nitrat,
provode ga aerobne autotrofne bakterije koje se zovu nitrifikanti. U procesu s aktivnim muljem
najzasluzniji mikroorganizmi za nitrifikaciju su Nitrosomonas (provode oksidaciju amonijaka
do nitrita) i Nitrobacter (provode oksidaciju nitrita do nitrata). Heterotrofni organizmi potrebu
za ugljikom (anabolizam) i energijom za sintezu biomase (katabolizam) dobivaju iz organskih
spojeva. Autotrofni nitrificiraju¢i organizmi, nitrifikanti, potrebu za ugljikom dobivaju iz
otopljenog CO>, a potrebu za energijom za sintezu biomase od oksidacije amonijaka do nitrita,
I nitrita do nitrata. Zbog toga je prirast biomase heterotrofnih bakterija znatno visi od prirasta
biomase autotrofnih bakterija. Nitrifikaciju provode dvije skupine autotrofnih nitrificirajucih
bakterija, i to su organizmi koji oksidiraju amonijak (engl. ammonia oxidizing organisms, ANO)
i organizmi koji oksidiraju nitrit (engl. nitrite oxidizing organisms, NNO). U procesu nitrifikacije
odvijaju se dva uzastopna oksidacijska koraka, oksidacija amonijaka u nitrit pomo¢u ANO
organizmima, ili nitritacija, i oksidacija nitrita u nitrat pomo¢u NNO organizama, ili nitratacija
(Ekama i Wentzel, 2008; Metcalf & Eddy, 2003; Gerardi, 2002). Enzimi odgovorni za proces
nitrifikacije su amonijak monooksigenaza i hidoksilamin oksidoreduktaza (nitritacija), i nitrit
oksidoreduktaza (nitratacija) (Zhu i sur., 2008). Nitrifikanti koriste amonijak i nitrit za potrebe
katabolizma, ali postoji 1 anabolicka sinteza duSika potrebna za staniénu masu samih
nitrifikanata. Formule [1] i [2] prikazuju stehiometrijske redoks reakcije nitrifikacije (Ekama i
Wentzel, 2008).

. 3, ANO N

NHF +320,— NO7 + H,0 + 2H [1]
NNO

NO, +0;, — NO3 [2]



Cimbenici koji utjetu na nitrifikaciju su kakvoca otpadne vode kao supstrata, koncentracija
otopljenog kisika, temperatura, pH vijednost, alkalitet, koncentracija i aktivnost nitrifikanata
(Xuisur., 2011; Ekama i Wentzel, 2008; Metcalf & Eddy, 2003; Gerardi, 2002).

Amonijak se u bioreaktoru moze nalaziti u molekularnom i u ionskom obliku, ovisno o
temperaturi 1 pH vrijednosti mijeSane tekuéine. Tako primjerice, u veéini procesa s aktivnim
muljem pH vrijednost je u rasponu 7-8,5 i temperatura 10-20 °C, i pri tome je oko 95 %
amonijaka u ionskom obliku, kojeg nitrifikanti mogu koristiti kao supstrat. Sto je visa vrijednost
pH, to je ve¢i udio amonijaka u molekularnom obliku, koji se otplinjuje iz bioreaktora, i
nitrifikanti ne mogu koristiti molekularni amonijak kao supstrat. Prilikom nitrifikacije dolazi do
proizvodnje vodikovih iona, $to je viSe izrazeno tijekom oksidacije amonijaka do nitrita, $to
pridonosi smanjenju vrijednosti pH mijesane teku¢ine (Gerardi, 2002; Anthonisen i sur., 1976).
Smatra se da je za aktivnost Nitrosomonas sp. i Nitrobacter sp. optimalna pH vrijednost izmedu
7,2 —8,5. Pri vrijednosti pH 6,0 proces nitrifikacije prestaje (Gerardi, 2002).

Za uspjesnu provedbu u procesu nitrifikacije potrebno je nitrifikantima osigurati visoku
koncentraciju otopljenog kisika od 3-7 mg O2/L. Za postizanje takve koncentracije otopljenog
kisika primjenjuju se odgovarajuca aeracija ili unos ¢istog kisika u reaktor (Henze i sur., 2002).
U literaturi se navodi i da se u¢inkovita nitrifikacija moze provoditi pri koncentraciji otopljenog
kisika 2-3 mg/L. Ukoliko se nitrifikacija provodi pri koncentraciji otopljenog kisika izmedu 0,5-
2,5 mg/L, nitrifikacija moze biti ogranicena, dok pri koncentraciji otopljenog kisika ispod 0,5
mg/L nitrifikacija prestaje (EPA, 2003).

Udio nitrifikanata za u¢inkovitu nitrifikaciju bi trebao iznosti 0,34 % u aktivnom mulju
(Dionisi i sur., 2002), 6-18 % u kombiniranom aktivnom mulju (You i sur., 2003; Wagner i sur.,
1996) te do 50 % u autotrofno nitrificirajuéem biofilmu (Kindaichi i sur., 2004). U razli¢itim
sustavima je razli¢it udio amonijak, odnosno nitrit oksidiraju¢ih bakterija. Tako primjerice
rodovi Nitrosomonas i Nitrobacter imaju nizi afinitet za supstrat i pokazuju veée brzine rasta, i
dominiraju pri viSim koncentracijama supstrata, a rodovi Nitrospira i Nitrosospira imaju visi
afinitet za supstrat 1 pokazuju manje brzine rasta te dominiraju u uvjetima nizih koncentracija
supstrata. Amonijak oksidirajuce i nitrit oksidirajuée bakterije su dvije filogeneticki nepovezane
skupine bakterija, a koje provode proces nitrifikacije (Noguera i sur., 2002; Schramm i sur.,
2000; Manz i sur., 1996). Amonijak oksidiraju¢im i nitrit oksidiraju¢im bakterijama zajednicko
je to da imaju nisku specifi¢nu brzinu rasta i da se nakupljaju u aktivnom mulju koji ima veliku

starost (Kroiss, 1996).



Ponekad se moze favorizirati samo prvi korak nitrifikacije (nitritacija), $to se zove parcijalna
nitrifikacija. U tom slu¢aju amonijak se oksidira do nitrita i zatim se uklanja denitrifikacijom,
odnosno denitritacijom. Prednost uklanjanja dusSika preko nitritacije-denitritacije u odnosu na
nitrifikaciju-denitrifikaciju su usteda na aeraciji oko 25 %, usSteda na organskim sastojcima oko
40-60 % potrebnima za proces denitrifikacije te manja investicijska ulaganja zato Sto se
proizvodi manje aktivnog mulja, pa je potreban manji volumen bioreaktora. Cimbenici koji
utjecu na parcijalnu nitrifikaciju su temepratura, vrijednost pH, koncentracija otopljenog Kisika,
koncentracija slobodnog amonijaka i koncentracija slobodne nitritne kiseline (Sinha i
Annachhatre, 2007).

Denitrifikacija je bioloska redukcija nitrata u plinoviti duSik pomocu fakultativnih
heterotrofnih organizama koji u aerobnim uvjetima mogu koristit Kisik kao akceptor elektrona,
a u nedostatku kisika reducirati nitrate (anoksi¢ni metabolizam). Denitrifikaciju provodi skupina
mikroorganizama koji se nazivaju denitrificirajuce bakterije ili denitrifikanti. Denitrifikacija se
sastoji od Cetiri uzastopna koraka kojeg provode mikrobne reduktaze (Metcalf & Eddy, 2003;
Zumft, 1997):

o nitrati se reduciraju do nitrita pomocu nitrat reduktaze

o nitriti se reduciraju do dusikovog monoksida pomocu nitrit reduktaze

o duSikov monoksid reducira se do didusikovog oksida pomocu dusikov monoksid
reduktaze

o didusikov oksid reducira se do molekularnog dusika pomoc¢u diduSikov oksid
reduktaze

Redukcija nitrata do nitrita naziva se denitratacija, a redukcija nitrita denitritacija (Soto i
sur., 2007). Da bi se provodila denitrifikacija, odnosno redukcija nitrata i nitrita, potrebno je
osigurati bioloski razgradive organske sastojke kao donore elektrona. Kao donori elektrona za
provedbu procesa denitrifikacije mogu posluziti biorazgradivi organski spojevi koji se nalaze u
otpadnoj vodi, unutarstani¢ne rezerve ugljika i vanjski dodani izvor ugljika. Kao vanjski izvor
ugljika najcescée se koriste metanol, glukoza, acetat i propionat. Kada otpadna voda ne sadrzi
dovoljnu koli¢inu organskih sastojaka potrebno je dodati vanjski izvor ugljika. Prilikom
dodavanja organskih sastojaka potrebno je, u ovisnosti o izvoru organskih sastojaka, dodati
minimalnu potrebnu koncentraciju organskih sastojaka za potpunu denitrifikaciju, tako da na
kraju procesa ne preostane organskih sastojaka. Kada nema dovoljno izvora organskog ugljika,
dolazi do nepotpune denitrifikacije (uklonjeni su organski sastojci, ali ne i nitrati/nitriti). Kada

ima previSe organskih sastojaka, denitrifikacija je potpuna, medutim u obradenoj vodi preostaju



organski sastojci koji se trebaju ukloniti dodatnim postupcima. Potrebno je provesti prilagodbu
mikroorganizama na svaki izvor ugljika (Lu i sur., 2014; Cherchi i sur., 2009). Omjer KPK/N
(kemijska potrosnja kisika/dusik) ovisi o izvoru ugljika, i iznosi izmedu 4 1 15 g KPK/g N (Peng
i sur., 2007; Metcalf & Eddy, 2003; Zumft, 1997).

Denitrifikanti ve¢inom spadaju u fakultativno anaerobne bakterije, koje u procesu s aktivnim
muljem cine oko 80 % bakterija. Neki od rodova denitrifikanata su Achromobacter,
Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Corynebacterium,
Flavobacterium, Hypomicrobium, Moraxella, Neisseria, Paracoccus, Propionibacterium,
Pseudomonas, Rhizobium, Spirillion i Vibrio (Mat&ja i sur., 1992). Denitrifikanti se mogu
podijeliti na (Sperl i Hoare, 1971):

o Prave denitrifikante — mogu reducirati nitrat i nitrit do plinovitog dusika

o Nitrit reducirajuée denitrifikante — mogu reducirati nitrit do plinovitog dusika

o Nepotpune denitrifikante — mogu reducirati nitrat i nitrit do N-oksid intermedijera

o Nepotpune nitrit denitrifikante — mogu reducirati nitrit do N-oksid intermedijera

o Nedenitrifikante — ne mogu reducirati nitrat ni nitrit

Cimbenici koji utjeéu na proces denitrifikacije su kakvoéa otpadne vode kao supstrata,
hranjive tvari, temperatura, redoks potencijal, pH vrijednost, nedostatak otopljenog kisika,
koncentracija i aktivnost denitrifikanata (Lu i sur., 2014; Cherchi i sur., 2009; Soto i sur., 2007,
Gerardi, 2002). Za razliku od nitrifikacije, tijekom koje dolazi do nakupljanja vodikovih iona,
tijekom denitrifikacije dolazi do nakupljanja OH™ iona, pa vrijednost pH u bioreaktoru raste
(Adouani i sur., 2015).

Prisutnost otopljenog kisika (¢ak i 1,0 mg/L) uzrokuje inhibiciju denitrifikacije zato Sto
se odvija kompeticija s nitratima/nitritima kao akceptorom elektrona za razgradnju organskih
sastojaka. Denitrifikanti preferiraju molekularni Kisik u odnosu na nitrate/nitrite za respiraciju
jer tako dobiju vise energije (Cheremisinoff, 1998). lako se denitrifikacija uglavnom provodi
kao anoksi¢an proces, takoder se moZe provoditi i1 aerobna denitrifikacija. Aerobna
denitrifikacija uglavnom se provodi u procesima s biomasom aktivnog mulja u obliku granula
odnosno biofilma, jer tada, u ovisnosti o veli¢ini granule odnosno biofilma, dolazi do otpora
difuzije supstrata. U takvim procesima, na povrSini granule/biofilma obitavaju aerobni
organizmi, a u dubljim slojevima anoksi¢ni organizmi, pa je omoguceno odvijanje istovremene
nitrifikacije i denitrifikacije (Lu i sur., 2014; Cherchi i sur., 2009; Soto i sur., 2007; Gerardi,
2002).



2.2 BIOLOSKO UKLANJANJE FOSFORA

Fosfor se iz otpadne vode moze ukloniti kemijskim i bioloSkim putem. Kemijske metode
uklanjanja fosfora uklju¢uju dodatak kemikalija za talozenje fosfora. Nedostatak kemijskih
metoda je kemijski mulj, kojeg je teSko ukloniti i potrebno zbrinuti, te cijena procesa. Bioloski
postupak u kojem se koriste mikroorganizmi za uklanjanje fosfora naziva se proces naprednog
bioloskog uklanjanja fosfora (EBPR) (Parsons i Smith, 2008).
vode. EBPR proces temelji se na obogacivanju aktivnog mulja organizmima koji akumuliraju
polifosfat u suvisku svojih metaboli¢kih potreba, koji se zovu polifosfat akumuliraju¢i organizmi
(engl. polyphosphate accumulating organisms, PAO). EBPR proces najcesce Se provodi u
uzastupnim anaerobnim i aerobnim (anoksi¢nim) uvjetima u slijedu gdje su organska tvar kao
donor elektrona i akceptor elektrona, najéesce kisik (nitrat), fizicki odvojeni. PAO su
mikroorganizmi koji mogu koristiti/unositi organske spojeve u anaerobnim uvjetima. Kona¢no
uklanjanje fosfora iz sustava postize Se uklanjanje viska aktivnog mulja, koji je bogat s

polifosfatima (Vargas i sur., 2011).

2.2.1. Polifosfat akumulirajuci organizmi

Polifosfat akumuliraju¢i organizmi koriste kisik (anaerobno-aerobni uvjeti) i nitrat
(anaerobno-anoksicni uvjeti) kao akceptor elektrona u procesu naprednog bioloskog uklanjanja
fosfora u aerobnim i anoksi¢nim uvjetima. Ovisno o kona¢nom akceptoru elektrona PAO se
mogu podijeliti u tri skupine (Tian i sur., 2017):

o PAO koji mogu koristiti samo kisik kao akceptor elektrona

o PAO koji mogu koristi kisik i nitrat

o PAO koji mogu koristi nitrat, nitrit i kisik.

Na temelju polifosfat kinaze kao genetskog markera, PAO se mogu podijeliti u dvije skupine
(Tian i sur., 2017):

o Accumulibacter I (PAO I) — mogu koristiti nitrat/ili nitrit kao akceptor elektrona

o Accumulibacter Il (PAO Il) — mogu koristi samo nitrit za uklanjanje fosfora u anoksi¢nim

uvjetima.

Prije nego S§to je Accumulibacter identificiran kao najce$¢i dominantni PAO u EBPR

sustavu, smatralo se da je Acinetobacter sp. organizam koji je odgovoran za EBPR proces.

Smatra se da Acinetobacter sp. ima uc¢inkovit sustav za uklanjanje fosfora, ali manje je razumljiv



metabolic¢ki put u usporedbi s Accumulibacter. Poznato je da Acinetobacter sp. akumuliraju
slozenije izvore ugljika kao §to su aminokiseline i proteine te ih pohranjuju kao neidentificirane
tvari (Bunce i sur., 2018).

Predlozeni metaboli¢ki model koji opisuje djelovanje PAO u ciklusnima anaerobne i

aerobne/anoksi¢ne faze opisali su Comeau i sur. (1986), prikazan na slici 1.

VFA PO 0: H,Q PO+

K / ATP &= Ppolifosfat
Clil Biomasa

@ % NADH —» ATP-» poli-P

Anaerobni uvjeti Aerobni uvjeti

Slika 1. Metabolicki put polifosfat akumulirajuéih organizama u anaerobnim i aerobnim

uvjetima (prema Bunce i sur., 2018)

U anaerobnim uvjetima PAO sekundarnim transportom unose hlapljive masne kiseline (engl.
volatile fatty acids, VFA) i pohranjuje ih kao polihidroksialkanoate (PHA), a hidrolizom
unutarnje pohranjenog polifosfata i/ili razgradnjom glikogena dobiva se potrebna energija u
obliku ATP-a (adenozin trifosfat) (Li i sur., 2017). Sinteza PHA u anaerobnim uvjetima zahtjeva
redukcijski ekvivalent nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) koji se osigurava glikolizom ili
TCA ciklusom (engl. tricarboxylic acid, TCA) (Vargas i sur., 2011; Comeau i sur., 1986).
Polimer koji osigurava redukcijske ekvivalente i dio energije potrebne za anaerobni unos
organskih tvari je glikogen. Glikogen se glikolitickim putem razgraduje do piruvata i
istovremeno se proizvodi NADH. Dio nastalog piruvata ulazi u TCA ciklus i na kraju prevodi u
ugljikov dioksid, a dio piruvata prevodi se u acetil koenzim A za sintezu PHA. NADH u TCA
ciklusu nastaje nizom oksidacijskih reakcija, a acetil koenzim A nastaje nizom redukcijskih
reakcija (Li 1 sur., 2017; Mino i sur., 1998; Comeau i sur., 1986). Zbog razgradnje polifosfata

dolazi do otpustanja ortofosfata izvan stanice (Vargas i sur., 2011; Comeau i sur., 1986).



Zatim, u aerobnoj/anoksi¢noj fazi unutarstanicni PHA oksidira se pomoc¢u dostupnog
akceptora elektrona Sto moze biti kisik u aerobnim ili nitrat/nitrit u anoksi¢nim uvjetima, a
oslobodena energija koristi se za unos fosfora i sintezu glikogena. Oksidacijom PHA dobiva se
acetil koenzim A koji sluzi kao izvor ugljika potreban za rast stanice i ATP koji se djelomi¢no
koristi za proliferaciju i odrzavanje zivotnih funkcija stanice, a ostatak za unos fosfata u stanicu
i sintezu polifosfata. PotrosSnjom PHA potaknut je protok protona, a za njegovu stabilizaciju
PAO unose ortofosfate u suvisku metaboli¢kih potreba i sintetiziraju polifosfat, a istovremeno
se nitrat 1 nitrit reduciraju do plinovitog dusika koji se ispusta iz sustava (anoksi¢ni uvjeti),
odnosno u aerobnim uvjetima kisik je akceptor elektrona (Li i sur., 2017). Veca koncentracija
fosfora unosi se u stanicu u aecrobnim/anoksi¢nim uvjetima nego $to se u anaerobnim uvjetima
otpusSta ortofosfata izvan stanice. Konacno uklanjanje fosfora iz bioreaktora odvija se
ispustanjem viSka mikrobne biomase aktivnog mulja koja je bogata polifosfatima (Vargas i sur.,

2011; Comeau i sur., 1986).

2.2.2. Glikogen akumulirajuéi organizmi

Glikogen akumulirajuéi organizmi (GAO) u pravilu se nalaze u bioreaktorima u kojima
se primjenjuje EBPR proces jer imaju metabolizam sli¢an PAO. GAO imaju metabolicke
sposobnosti za anaerobni unos VFA i konverziju u PHA, medutim GAO ne otpustaju fosfor u
anaerobnim uvjetima, niti ga unose u aerobnim/anoksi¢nim uvjetima i ne doprinose uklanjanju
fosfora iz otpadne vode. GAO hidroliziraju glikogen kao jedini izvor energije za anaerobni unos
VFA. Problem prisutnosti GAO u aktivnom mulju je §to GAO, kao i PAO, koriste VFA,
medutim, bez unosa fosfora u svoje stanice i time troSe supstrat (organske sastojke) koji je
namjenjen PAO i koji su zasluzni za uklanjanje fosfora iz otpadne vode. Odabir procesnih
¢imbenika koji pogoduju PAO umjesto GAO moze rezultirati ué¢inkovitijim i pouzdanijim
procesom uklanjanja fosfora iz otpadne vode. Istrazivanja su sugerirala da bi sastav organskih
sastojaka u otpadnoj vodi, posebno acetata i propionata, mogao utjecati na selekciju PAO
odnosno GAO (Oehmen i sur., 2005; Pijuan i sur., 2003).

Glavna razlika izmedu PAO i GAO je ta Sto PAO dobivaju energiju iz hidrolize polifosfata,
a GAO iz glikolize glikogena. Ren i sur. (2014) navode da je vazan faktor u kompeticiji PAO i
GAO omjer ugljika i fosfora (C/P) u ulaznoj otpadnoj vodi (influentu). Prema njihovim
saznanjima, PAO zahtjevaju vecu koli¢inu izvora ugljika za potrebnu energiju u metabolickim
procesima te zbog toga ulazna otpadna voda s niskim udjelom ugljika moZze negativno utjecati

na kapacitet uklanjanja fosfora u sustavu obrade otpadne vode. S druge strane, visoka
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koncentracija izvora ugljika nije povoljna za rast PAO jer dolazi do proliferacije i dominacije
GAO u odnosu na PAO. GAO koriste manje fosfora za rast i zbog toga se mogu bolje prilagoditi
uvjetima s visim C/P omjerima. Zbog toga je kontroliranje omjera C/P u ulaznoj otpadnoj vodi
vazan ¢imbenik u odrZavanju ucinkovitog i stabilnog uklanjanja fosfora u sustavima obrade
otpadne vode. Temperatura ima znacajnu ulogu u kompeticiji izmedu PAO i GAO u sustavima
za uklanjanje fosfora. Wang i sur. (2005) su uo¢ili da su PAO dominantni soj na temperaturi od

20 °C, dok na temperaturi od 30 °C GAO je dominantni soj u sustavu.

2.3. DENITRIFICIRAJUCA DEFOSFATACIJA

U vedini sustava za biolosku obradu otpadnih voda, uklanjanje dusika i fosfora uglavnom
je integrirano u jedan sustav s aktivhim muljem. Kada se primjenjuje kombinacija
konvencionalnih bioloskih metoda uklanjanja dusika, odnosno nitrifikacija i denitrifikacija, i
EBPR proces, ¢esto se dogada da je uklanjanje dusika u denitrifikaciji 1 uklanjanje fosfora u
EBPR procesu ograni¢eno nedovoljnom koncentracijom organskih sastojaka u otpadnoj vodi.
Medutim, ukoliko se za uklanjanje nutrijenata, dusika i fosfora, koriste organizmi koji mogu
istovremeno provoditi denitrifikaciju i unos fosfora u anoksi¢nim uvjetima, niska koncentracija
organskih sastojaka viSe ne predstavlja ograni¢enje ucinkovitom uklanjanju nutrijenata
(Meinhold i sur., 1999a; Kuba i sur., 1996a). Takvi mikroorganizmi zovu se denitrificirajuéi
fosfor akumulirajué¢i organizmi (engl. denitrifying phosphate accumulating organisms, DPAQ).
Metabolizam DPAO sli¢an je metabolizmu PAO, u anaerobnoj fazi odvijaju se isti procesi i kod
PAO i kod DPAO, a razlika je ta da DPAO u anoksi¢noj fazi koriste nitrate i nitrite (koji su
nastali oksidacijom amonijaka u aerobnim uvjetima) kao akceptore elektrona u anoksi¢noj fazi
(umjesto Kisika), pri ¢emu se postize istovremeno uklanjanje dusika i fosfora iz otpadne vode.
DPAO oksidiraju unutarstani¢ne rezerve PHA s nitratom/nitritom kao akceptorom elektrona 1
tako dobivaju energiju potrebnu za unos i pohranu fosfora u svoje stanice, i zato DPAO ne
trebaju vanjski izvor organskih sastojaka. Denitrificiraju¢a defosfatacija smatra se alternativom
konvencionalnim metodama uklanjanja dusika i fosfora iz otpadne vode (Zeng i sur., 2003; Ahn
i sur., 2001; Meinhold i sur., 1999Db).

DPAO mogu se podjeliti u dvije skupine s obzirom na akceptore elektrona. DPAO koji mogu
koristit kisik i nitrat kao akceptore elektorna, dok DNPAO (engl. denitrifying phosphate
accumulating organisms over nitrite) uz Kisik i nitrat kao akceptor elektrona mogu koristiti i
nitrit (Zhang i sur., 2010; Hu i sur., 2003).
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Najcesce tehnike identifikacije mikrobne raznolikosti u otpadnoj vodi su denaturirajuca
gradijentna gel elektroforeza (engl. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE) i
fluorescentna in situ hibridizacija (engl. Fluorescence in situ hybridization, FISH). Tian i sur.
(2011) istrazivali su vezu izmedu strukture mikrobnih zajednica i u¢inkovitosti denitrificirajuce
defosfatacije te su utvrdili da varijacije u mikrobnim zajednicama imaju relativno dinamicku
vezu sa uspjesnosti procesa. Uoceno je da je ucinkovitost uklanjanja ukupnog fosfora bila niza
kad su a-proteobakterije bile dominantne $to ustvari znac¢i da nisu pogodne za proces bioloskog
uklanjanja duSika. Nadalje, Bacteroidetes je bila dominantna vrsta bakterija u fazama kada je
uklanjanje ukupnog fosfora i denitrificirajuca defosfatacija bila naju¢inkovitija. Takoder, smatra
se da su Sphingobacteriaceae jedan od DPAO. Alphaproteobacteria je klasa bakterija koja ima
moguénosti denitrificiraju¢e defosfatacije. Paracoccus je rod iz Alphaproteobacteria koji
istovremeno uklanja fosfat i nitrat u sustavima za obradu otpadnih voda u anoksi¢nim uvjetima,
koristi kratkolan¢ane masne kiseline i skladisti ih u obliku polihidroksibutirata i za unos fosfora
preferira TCA ciklus, a ne glikoliticki put §to smanjuje otpustanje fosfora u anaerobnim uvjetima
(Jyotsnarani i sur., 2011). Rodovi Azoarocous, Azonexus i Thaurea, pripadnici porodice
Rhodocyclaceae, Cesto se nalaze u komunalnim postrojenjima za obradu otpadne vode koji
uklanjaju dusik i fosfor (Thomsen i sur., 2007).

Prednosti u uklanjanju fosfora i duSika pomocu denitrificirajuée defosfatacije u usporedbi sa
tradicionalnim procesima su manja potreba za kisikom, niska potro$nja energije i niski troSkovi
rada (Li i sur., 2017). DPAO se mogu lako namnoziti u naizmjeni¢nim anaerobnim i anoksi¢nim
uvjetima, ukoliko je osigurana odgovarajuca koli¢ina lako razgradivog organskog supstrata
(poput acetata) u anaerobnim uvjetima (Oehmen i sur., 2010; Carvalho i sur., 2007).
Koncentracija bioloski razgradivih organskih sastojaka mora biti dovoljno visoka da osigura
uc¢inkovito oslobadanje ortofosfata i da osigura dovoljnu koli¢inu supstrata unutar stanice (PHA)
za daljnje procese uz prisutnost akceptora elektrona. Pokazano je da se brzina unosa fosfata i
brzina denitrifikacije povecavaju s povecanjem poc¢etne koncentracije PHA u stanicama DPAO
(Kerrn-Jespersen i Henze, 1993). Kompletan organski supstrat mora se iskoristiti u anaerobnim
uvjetima i ne smije biti dostupan u anoksi¢nim uvjetima. Takoder, svi nitrati i/ili nitriti moraju
se iskoristiti u anoksi¢nim uvjetima i ne smiju uéi u anaerobnu zonu. Nedostatak organskih
spojeva u anaerobnoj fazi i nitratnih/nitritnih iona u anoksi¢noj fazi ogranicava rast heterotrofnih
bakterija koje ne akumuliraju PHA, $to je klju¢ni mehanizam za uklanjanje fosfora i dusika

(Gnida i sur., 2020).
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2.3.2. Procesi denitrificiraju¢e defosfatacije

Proces denitrificirajuce defosfatacije moze se provoditi kao jednomuljni ili kao dvomuljni
sustav, odnosno u sustavu s jednim muljem gdje DPAOQO, nitrificiraju¢e bakterije i ostale
heterotrofne bakterije ostaju u istom reaktoru, dok su u sustavu s dva mulja DPAO i
nitrifikacijske bakterije odvojene u bioreaktorima s imobiliziranim membranama ili aerobnim
nitrificiraju¢im Sarznim reaktorima koji rade u slijedu (Li i sur., 2017).

U jednomuljne sustave svrstani su procesi Sveucilista u Cape Townu (engl. University
of Cape Town, UCT) i procesi biolo§ko-kemijskog uklanjanja fosfora i dusika (engl. biological—
chemical phosphorus and nitrogen removal, BCFS). Svi organizmi suspendirani su u jednom
mulju te je zbog toga potrebno duze hidraulicko vrijeme zadrzavanja (engl. hydraulic retention
time, HRT) kako bi se zadrzala zadovoljavajuca aktivnost nitrifikanata. Produzivanjem HRT
dolazi do troSenja unutarstanicnog PHA u PAO $§to je moguée smanjiti uvodenjem biofilma u
aerobni reaktor. Primjenom UCT procesa mogu se akumulirati DPAO u aktivnom mulju i moze
se provoditi denitrificiraju¢a defosfatacija. UCT proces moze poboljsati biolosko uklanjanje
fosfora tako Sto bi se izbjegao utjecaj nitrata u recirkulacijskom mulju na anaerobni unos fosfora.
Temelji se na tradicionalnom procesu bioloSkog uklanjanja dusika i fosfora, samo sa
promijenjenim povratom mulja (Li i sur., 2017; Zang, 2016; Wang i Li, 2015; Hamada i sur.,
2006). Slika 2. pokazuje tijek UCT procesa i problem takvog procesa je premali povrat mulja,
cirkularna konfiguracija te natjecanje DPAO, nitrificiraju¢ih bakterija i drugih heterotorfnih
bakterija u istom okolisu. BCFS proces koristi princip UCT procesa i sastoji se od 5 reaktora sa
neovisnim funkcijama i tri cirkulacijska sustava. Sastoji se od anaerobnog bazena, kontaktnog
bazena, anoksi¢nog bazena, anoksi¢no/aerobnog bazena i aerobnog bazena. Nakon anoksi¢nog
bazena prvom cirkulacijom vraca se mulj na pocetak procesa, nitratni dusik nakon aerobne faze
vraca se u anoksicni bazen $to predstavlja drugu cirkulaciju, a treca cirkulacija je vracanje mulja
u anoksi¢no/aerobni bazen nakon aerobnog bazena ¢ime se povecava ucinkovitost nitrifikacije
ili istovremene nitrifikacije i denitrifikacije. Glavni nedostatak ovog procesa je prevelika

povrsina koju zauzima anoksi¢no/aerobni reaktor (Li 1 sur., 2017).
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Slika 2. Tijek UCT procesa (prema Hamada i sur., 2006)

Sustavi s jednim muljem napravili su velik iskorak u bioloskoj obradi otpadne vode.
Problemi kod te vrste procesa je prevelika starost mulja koja je potrebna za potpunu nitrifikaciju
pri niskim temperaturama, kompeticija za organski supstrat izmedu denitrificirajucih heterotrofa
i PAO, voluminoznost mulja (Ekama i Wentzel, 1999) i aerobna oksidacija organskih sastojaka
(Hao i sur., 2001).

U sustavima s dva mulja potpuno su odvojeni procesi nitrifikacije 1 denitrificirajuce
defosfatacije 1 svaki proces ima optimalne uvjete za rast organizama koji provode te procese §to
dovodi do ucinkovitijeg uklanjanja fosfora i dusika. Vrijeme zadrzavanja mulja (engl. Solid
retention time, SRT) u procesu nitrifikacije viSe nije dominantno u procesu denitrificirajuce
defosfatacije. U anaerobnim uvjetima DPAQO koriste ve¢inu organskog supstrata, a nitrat je
akceptor elektrona u anoksi¢nim uvjetima $to dovodi do dominacije DPAO i ne dogada se
aerobni gubitak KPK (Kuba i sur., 1996a; Hao i sur., 1996). Pomoc¢u predtaloznika preostali
KPK prevodi se u metan. Kontrola nakupljenog mulja moguca je zbog same izvedbe sustava s
dva mulja jer anaerobni reaktori sluze kao selektori u sustavima s ¢epolikim protokom (Hao 1
sur., 2001). Primjer sustava s dva mulja su AN SBR i DEPHANOX. Proces A2N-SBR predlozili
su Kuba i sur. (1996a). A% oznacava 3arzni reaktor koji radi u slijedu (engl. sequencing batch
reactor, SBR) s anaerobnim/anoksi¢nim uvjetima, a slovo N nitrifikacijski SBR (Xu i sur.,
2011). Slika 3. prikazuje tijek A?N procesa gdje u anaerobni bazen ulaze otpadna voda i ostatak
iz zadnjeg taloznika i metabolizmom DPAO otpusta se fosfor. U srednjem talozniku odvaja se
supernatant bogat amonijakom u aerobnom/nitrifikacijskom SBR, a mulj ide direktno u
anoksi¢ni bazen gdje se za proces denitrificirajuée defosfatacije koristi nitrat kao akceptor

elektrona (Li i sur., 2017).
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Slika 3. Tijek procesa A2N (prema Hao i sur., 2001)

Nedostatci ovog procesa su prevelika koli¢ina zaostalog amonijaka, dugotrajnost procesa
i otezana kontrola stabilnosti. Naime, u mulju, Koji ulazi izravno u anoksi¢nu fazu, prisutan je
amonijak koji se u daljnjim koracima obrade ne uklanja u potpunosti. Takoder, u anoksi¢noj fazi
ako je premalo nitrata smanjuje se u¢inkovitost uklanjanja fosfora, a ako je previse u mulju bi
zaostajao nitrat (Li i sur., 2017; Wang i Li, 2015; Kuba i sur., 1997).

Anoksi¢na defosfatacija (engl. anoxic dephosphation, DEPHANOX) je sustav s dva
mulja sa kontinuiranim protokom (Kim i sur., 2009; Bortone i sur., 1996) koji se sastoji od
najmanje Cetiri bioreaktora i dva taloznika. Ovim procesom nastaje manje mulja jer je niza brzina
rasta DPAO (Tsuneda i sur., 2006), trosi se manje kisika aeracijom zbog ¢ega su i manji troskovi
proizvodnje (Zafiriadis i sur., 2011) te je manja potreba za izvorom ugljika jer se koriste DPAO
(Lee i Yun, 2014). U DEPHANOX sustavu moguce je odrzavanje visokog unosa fosfata uz
povecanje potencijala denitrifikacije Sto je izrazito dobro za obradu otpadne vode sa niskim
omjerom KPK/ukupni dusik, no zbog velikog broja reaktora i tokova reciklacije teSko je vidljiva

njegova siroka primjena (Chen i sur., 2021; Xu i sur., 2011).
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2.4. CIMBENICI KOJI UTJECU NA DENITRIFICIRAJUCU DEFOSFATACIJU

Da bi se postigla Sto veca ucinkovitost uklanjanja dusika i fosfora, potrebno je postici
optimalne uvjete denitrificirajuée defosfatacije. Cimbenici koji poti¢u rast i aktivnost DPAO u
aktivnom mulju te omogucavaju denitrificiraju¢i unos ortofosfata imaju kljucan utjecaj na
povecanje ucinkovitosti denitrifikacijske defosfatacije. Takoder, potrebno je inhibirati rast
drugih bakterija, primjerice GAO, koje se mogu natjecati s DPAO kako bi proces bio u¢inkovitiji
(Gnida i sur., 2020).

2.4.1. Nitrit kao akceptor elektrona

Primjenom procesa denitrificirajuée defosfatacije preko nitrata istovremeno se moze
uklanjati dusik i fosfor samo u kombinaciji s potpunom nitrifikacijom (Kuba i sur., 1996a), dok
denitrificirajuca defosfatacija preko nitrita moZze postici istovremeno uklanjanje dusika i fosfora
u kombinaciji s djelomi¢nom (parcijalnom) nitrifikacijom — nitritacijom. Takav nacin vodenja
procesa dovodi do smanjenja troskova aeracije i smanjene proizvodnje mulja (Zhang i sur.,
2010; Peng i Zhu, 2006). Nitrit se pojavljuje kao intermedijer u procesima nitrifikacije i
denitrifikacije, a njegovo koristenje kao akceptora elektrona nije dovoljno istraZzeno zbog
¢injenice da u bioloskoj obradi vode nitrit ima inhibitorne u¢inke na unos fosfora te da izlozenost
velikoj koncentraciji nitrita (iznad 8 mg/L) potpuno inhibira aktivnost anoksi¢nog unosa fosfora
(Ahn i sur., 2001; Meinhold i sur., 1999b; Kerrn-Jespersen i sur., 1994; Comeau i sur., 1989).
Da DNPAO mogu koristit nitrit kao akceptor elektrona pri koncentraciji nitrita puno veéoj od

objavljenog praga toksi¢nosti pokazali su Ahn i sur. (2001).

2.4.1.1. Inhibicija slobodnom dusicnom kiselinom

U ovisnosti o vrijednosti pH 1 temperature mijeSane tekucine, nitrit se moZe nalaziti u
molekularnom i ionskom obliku. Molekularan oblik nitrita zove se slobodna nitritna kiselina,
HNO:>. Slobodna dusi¢na kiselina (engl. Free nitrous acid, FNA) i nitrit su inhibitor i supstrat
anoksi¢nog metabolizma DPAO. Pri iznimno niskim koncentracijama FNA od 0,01 mg HNO»-
N/L utvrdeni su inhibitorni udinci na sve anoksi¢ne metabolizme u aktivnom mulju.
Koncentracija nitrita od 0,22 mg/L pri pH 7 u postrojenjima za obradu otpadnih voda moze
inhibirati unos fosfora, a koncentracija nitrita od 50 mg/L moze nepovoljno utjecati na sve
klju¢ne procese (Pijuan i Yuan, 2010). Freitas i sur. (2009) ukazuju da je u¢inkovitost uklanjanja
fosfora inhibirana pri koncentraciji od 0,00005 mg HNO2-N/L. Otpustanje fosfora i potro$nja
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glikogena odvija se i kada koncentracije FNA prelaze 0,044 mg HNO2-N/L. Zhou i sur. (2010)
zabiljezili su da je aktivnost razgradnje PHA bila konstantna te da se otpustanje fosfora i
potros$nja glikogena pri visokim koncentracijama FNA nisu dogodili zbog odumiranja stanica
jer u tom sluc¢aju PHA bi bio otpusten odjednom. PHA razgradnja i redukcija nitrita povezuju se
s procesom stvaraja energije i bili sumanje inhibirani visokom koncentracijom FNA §to moze
znaciti da FNA ima veci inhibitorni utjecaj na procese koji trose energiju u DPAO. Prisutnost
FNA znacajno je utjecala na smanjenje razine ATP-a u DPAO kulturi 1 osim §to to moze biti
posljedica njegove potrosnje, takoder moze ukazati na inhibiciju procesa generiranja energije.
Proces inhibicije nakon dodatka FNA brzo se postize i nakon toga ostaje na istoj razini dok je
FNA prisutna u mijesanoj tekucini. Uklanjanjem FNA iz mijeSane tekucine, proces generiranja

ATP-a vraca se na normalnu razinu.

2.4.2. KPK/N omjer

Omjer KPK/N u procesu denitrificirajuce defosfatacije je vazan zato §to nitrati odnosno
nitriti predstavljaju akceptore elektrona u anoksi¢noj fazi. Ukoliko je omjer KPK/N nizak,
tijekom anaerobne faze dodaje se izvor ugljika. Dodavanjem izvora ugljika tijekom anaerobne
faze omogucuje se PAO/DPAO da sintetiziraju unutarstani¢ne rezerve PHA, $to povecava
ucinkovitost uklanjanja dusika i fosfora. Vazno je uzeti u obzir da pretjerano visok omjer KPK/N
moze rezultirati neiskoriStenim KPK u anoksi¢noj fazi. Takvi uvjeti daju prednost
denitrifikacijskim heterotrofnim organizmima nad DNPAO u koriStenju dijela KPK za
denitrifikaciju. Takvim postupkom smanjuje se dostupnost elektron donora (KPK) za DPAO,
Sto konac¢no dovodi do pogorsanja sposobnosti uklanjanja fosfora (Wang i sur., 2009; Grady i
sur., 1999).

2.4.3. Vrijednost pH

Vrijednost pH koja je prikladna za biolosku obradu otpadne vode uobi¢ajeno iznosi
izmedu 6 1 8. U EBPR procesu visoke vrijednosti pH mogu uzrokovati kemijsko taloZenje
fosfora, §to moze narusiti biolosko otpustanje fosfora i unistiti aktivnost mulja (Zhang i sur.,
2010; Wang i sur., 2005b). U rasponu vrijednosti pH 6-8, pove¢anjem pH vrijednosti povecavalo
se anaerobno otpustanje fosfora, dok je maksimalna vrijednost unosa fosfata u anoksi¢nim
uvjetima bila pri pH vrijednosti od 7,0. U anaerobnoj fazi EBPR procesa, pH vrijednost ima

vaznu ulogu u otpustanju fosfata i unosa organskog ugljika (Liu i sur., 1996). Smolders i sur.
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(1994) sugeriraju da bakterije zahtijevaju vise energije za apsorpciju organskog aniona pri visim
pH vrijednostima §to dovodi do dodatnog oslobadanja fosfora. Takoder, postoji hipoteza da
anaerobna razgradnja polifosfata ima dodatnu ulogu u regulaciji intracelularne pH vrijednosti i
da povecanje ekstracelularnog pH moze dovesti do povecanja intracelularne pH vrijednosti te

do dodatnog oslobadanja fosfata (Bond i sur., 1999).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. OTPADNA VODA

Pokusi u ovom radu provedeni su sa sintetskom otpadnom vodom s acetatom kao elektron
donorom 1 nitritom kao akceptorom elektrona. Kao izvor ugljika koriSten je natrijev acetat
(NaCzHs0, Gram-Mol d.0.0.) dodan u odgovarajucoj koli¢ini za postizanje omjera C/N 2, 3 i 4.
Pripremljene su mineralne podloge sa nitritima i fosfatima otapanjem soli odgovarajuce koli¢ine
NaNO- (Merck) i KH2PO4 (Merck) u vodi za postizanje koncentracije 1 g N/L i 1 g P/L. Pokusi
su vodeni pri N/P omjeru 1 pri pocetnoj koncentraciji NO2-N = PO4-P = 20 + 2 mg/L.

3.2. POSTAVKE REAKTORA

Aklimatizirani aktivni mulj je uzet iz roditeljskog reaktora i podijeljen na 3 jednaka dijela.
Pokusi su vodeni u staklenim laboratorijskim ¢asama volumena 600 mL, radnog volumena 500
mL. Pokusi su vodeni pri koncentraciji otopljenog kisika 0,2-0,3 mg/L, temperaturi 21,1-21,3
°C i pocetnoj vrijednosti pH 7,4 + 2. Kontakt mikroorganizama aktivnog mulja i otpadne vode,
te anoksicni uvjeti osigurani su mijeSanjem reaktorskog sadrzaja na magnetskoj mijesalici (IKA
RH basic 2) pri 100 o/min. Laboratorijske ¢ase bile su opremljene elektrodama za pracenje

koncentracije otopljenog kisika, vrijednosti pH i temperature.

3.3. AKTIVNI MULJ

Za provedbu pokusa denitrificirajuce defosfatacije koristen je aktivni mulj koncentracije 3 g
MLSS/L. Mulj je porijeklom s uredaja za biolosku obradu otpadne vode grada. Nizom
naizmjeni¢nih pokusa aerobne nitrifikacije 1 anoksi¢ne denitrifikacije/denitrificirajuce
defosfatacije u aktivnom mulju su namnozene mikrobne vrste odgovorne za oksidaciju
amonijaka, nitrifikanti, redukciju nitrata 1 nitrita, denitrifikanti, i za napredno biolosko
uklanjanje fosfora, PAO/DPAO. Takoder, dugotrajnim vodenjem procesa denitrificirajuce
defosfatacije u anoksi¢nim uvjetima s nitritom kao jedinim akceptorom elektrona DPAO su
aklimatizirani na nitrit kao akceptor elektrona te se povecala tolerancija mikroorganizama
aktivnog mulja na koncentraciju nitrita do oko 20 mg NO2-N/L.

Svi eksperimenti provedeni su u 3 ponavljanja, a rezultati predstavljaju srednju vrijednost +

standardna devijacija
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3.4. ANALITICKI POSTUPCI

Uzorci za analizu su uzimani svakih 15 minuta tijekom pokusa koji su trajali 2 sata, i filtrirani
kroz grubi filter papir veli¢ine pora 0,45 um prije analize za odredivanje KPK, NO2-N, POs-P,
a za analizu mijesane tekuc¢ine suspendiranih Cestica (engl. mixed liquor suspended solids,
MLSS) uzorak se ne filtrira.

3.4.1. Odredivanje nitrita

Za odredivanje nitrita (NO2-N) koriSteni su kivetni testovi Merck Spectroquant 1.14776, a
metoda se temelji na reakciji nitrita sa sulfanilnom kiselinom uz nastanak diazonijeve soli, koja
regira s N-(1-naftil)etilendiamin dihidroklorom pri ¢emu nastaje crveno-ljubicasta azo boja.
Intenzitet obojenja se mjeri fotometrijski. Ova metoda je analogna EPA 354.1, US Standardnim
metodama 4500-NO2'B, i EN 26 777.

Postupak:
U staklenu kivetu doda se 5 mL uzorka i jedna zli¢ica NO2-1 reagensa, kiveta se zatvori i

mijeSa dok se ne otopi reagens. Nakon reakcijskog vremena od 10 minuta u fotometru

(Spectroquant VEGA 400, Merck) izmjeri se koncentracija NO2-N u mg/L.

Pribor:

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

Pipete volumena 2, 5, 10 mL

Kvarcne kivete, Merck

Spektrofotometar (Spectroquant VEGA 400, Merck)

3.4.2. Izrac¢un slobodne nitritne kiseline

Slobodna nitritna kiselina (FNA) se racuna prema jednadzbi [3] (Anthonisen i sur., 1976).

INOZ —N] (28)
A (28) = DTN D ]

e273+T(°C) x 1 gPH
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3.4.3. Odredivanje koncentracije fosfata

Za odredivanje fosfata u obliku ortofosfata (POs-P) koristeni su kivetni testovi Merck
Spectroquant 1.14842, 1.00673.0001 i 1.14729.0001. Temelj metode je reakcija iona ortofosfata
s amonijevim vanadatom i amonijevim heptamolibdatom pri ¢emi se razvija Zuto obojena
molibdovanadat fosforna kiselina, ¢ija se koncentracija odreduje fotometrijski. Ova metoda je

analogna APHA 4500-P C.

Postupak:
U staklenu Kkivetu otpipetira se 5 mL uzorka, doda se 1,2 mL reagensa PO4-1, kiveta se

zatvori 1 promijes$a. Nakon 10 minuta reakcijakog vremena u spektrofotometru (Spectroquant

VEGA 400, Merck) izmjeri se koncentracija POs-P u mg/L.

Pribor:

Kivetni testovi Merck Spectroquant 1,14842 za raspon koncentracija 0,5-30 mg POs-P/L,
1.00673.0001 za raspon koncentracija 3-100 mg PO4-P/L i 1.14729.0001 za raspon
koncentracija 0,5-25 mg POs-P/L

Staklene kivete s cepovima

Pipete volumena 2, 5, 10 mL

Kvarcne kivete, Merck
Spektrofotometar(Spectroquant VEGA 400, Merck)

3.4.4. Odredivanje kemijske potroSnje kisika

Vrijednost KPK odredivana je titrimetrijski prema Standard Methods (APHA, 2005), po
metodi 5220C (Closed Reflux, Titrimetric method). Uzorak se spaljuje u kiseloj sredini uz srebro
sulfat (Ag2SOs, Kemika) kao katalizator i zivin sulfat (HgSO4, Kemika) da bi se izbjegle
interferencije nekih anorganskih spojeva, primjerice klorida. SuviSak kalijeva bikromata
(K2Cr207, Kemika) se titrira otopinom feroamonijeva sulfata, FAS ((NH4)2Fe(S0a4)2x6H:0,
Kemika), uz dodatak feroina kao indikatora [jednadzba 4]

6Fe?t + Cr,0%~ + 14H* - 6Fe3* + 2Cr3* + 7H,0 [4]
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Postupak:
U staklenu pipetu otpipetira se 2 mL uzorka, doda se 1,2 mL otopine K>Cr,07 + HgSOs, i

2,8 mL otopine Ag2SO4 + H2SO4 (Gram-Mol d.0.0.), zatvori se ¢epom, promijesa i spaljuje u
termoreaktoru (Thermoreactor TR 300, Merck) na 150 °C tijekom 1 h. Zatim se uzorak hladi na
sobnoj temperaturi u tami. Ohladeni uzorak se titrira (Digitalna bireta Solarus, Hirschman-
Laborgerite) otopinom FAS (0,1 mol/L) uz dodatak feroina kao indikatora. Prilikom titracije
boja otopine se mijenja iz plavo-zelene do smede-crvene. Slijepa proba se odreduje na isti na¢in
uz razliku da je dodani uzorak destilirana voda. Faktor otopine feroamonijevog sulfata se
odreduje na isti nacin kao i slijepa proba, s razlikom da se uzorak ne spaljuje. Faktor otopine se

racuna prema jednadzbi 5:

_ 1.2 [5]
I/fas

gdje je:
1,2 — volumen (mL) otopine K>Cr20O7 + HgSO4

Vfas — volumen (mL) FAS otopine utroSene za titraciju

KPK vrijednost se racuna prema jednadzbi 6:

KPK

gOZ] — V,)xcxfx8000 [6]

uzorka

gdje je:

V1 — volumen [mL] FAS utroSen za filtraciju slijepe probe
V2 — volumen [mL] FAS utroSen za titraciju uzorka

¢ — koncentracija FAS (0,1 mol/L)

f — faktor otopine FAS

Pribor:
Staklene kivete s cepovina
Pipete volumena 2, 5, 10 mL

Digestor
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Dispenzeri
Titrator

3.4.5. Odredivanje MLSS

MLSS je koriSten kao mjera koncentracije aktivnog mulja, a odreduje se na nacin da se
izra¢una razlika filter papira s talogom aktivnog mulja i Cistog suhog filter papira, oba suSena

do konstantne mase na 105 °C u suSioniku (Instrumentaria ST-05).

Postupak:

Prilikom postavljanja pokusa odredivana je koncentracija aktivnog mulja na nac¢in da je uzet
poznati volumen homogene suspenzije aktivnog mulja 1 filtriran kroz Cist, osuSen i prethodno
izvagan filter papir. Filter papir s uzorkom aktivnog mulja je suSen na 105 °C do konstantne
mase, 1 zatim ostavljen u eksikatoru na hladenje. Ohladeni suhi filter papir s uzorkom mulja je
izvagan 1 iz razlike mase suhog filter papira s uzorkom aktivnog mulja i ¢istog, suhog filter
papira, podijeljeno s volumenom uzete suspenzije aktivnhog mulja dobije se koncentracija
aktivnog mulja, izrazene u g/L.

Formula (7) za ra¢unanje MLSS:

mom—_mf X 1000 [7]

MLSS [%] ~ mL uzorka

gdje je:
Mom [g] — masa osusenog filter papira s uzorkom aktivnog mulja
ms [g] — masa Cistog osusenog filter papira

mL uzorka — volumen suspenzije aktivnog mulja

Pribor:

Pipeta volumena 25 mL
Lijevak

Casa volumena 50 mL
Osuseni i izvagani filter papir
Susionik

Eksikator
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3.4.6. Odredivanje vrijednosti pH

Za odredivanje vrijednosti pH koristen je pH metar (WTW 330i1) i pH elektroda (SenTix41).
Prije pokusa napravljena je kalibracija tako Sto se pH elektroda uranjala u pufer otopine s pH 4,
pH 7 i pH 10 prema uputama proizvodaca. Tijekom pokusa pH elektroda je bila uronjena u
mijeSanu tekucinu i vrijednost pH je oCitavana sa zaslona pH metra. Nakon zavrSetka mjerenja,

pH elektroda je isprana destiliranom vodom i ¢uvana u otopini elektrolita, zasi¢enoj otopini
kalijeva klorida, KCI (Alkaloid).

3.4.7. Odredivanje temperature

Tijekom pokusa temperatura je motrena ocitavanjem sa zaslona uredaja pomocu
temperaturnog senzora na kisikovoj elektrodi (WTW Oxi3210 i DurOx) i pH elektrodi (WTW

33011 SenTix 41) uronjenih u mijeSanu tekucinu.

3.4.8. Odredivanje koncentracije otopljenog kisika

Za odredivanje koncentracije otopljenog kisika koriSten je mjerac otopljenog kisika (WTW
Oxi3210) i kisikova elektroda (DurOx). Prije pokusa instrument je umjeren prema uputama
proizvodaca. Tijekom pokusa elektroda je bila uronjena u mijeSanu tekucinu i koncentracija

otopljenog kisika je oCitavana sa zaslona uredaja izrazena u mg/L.

3.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti (x) pojedinatnog parametra i izraCunato je
prema jednadzbi (8):
_ 1
X = Nzi\;l Xi [8]

Pripadajuce standardne pogreske Si su izraCunate prema jednadzbi (9):

_[2xi—®)?
Sz = \/ N(N-1) (9]

Pri ¢emu je N=ukupan broj mjerenja, xi=pojedina¢ne vrijednosti mjerenja.
StatistiCki znaCajnim smatraju se razlike za koje je stupanj vjerojatnosti p < 0,05.
Za statisticku analizu koriSten je Microsoft Excel 2011 (Redmond, Sjedinjene Ameicke

Drzave) 1 StatSoft Statistica 7.0 (Tulsa, Sjedinjene Americke Drzave). Dobiveni podaci su
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izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija srednje vrijednosti. Visestruka usporedba

provedena je ANOVA analizom varijance s odredenim intervalom pouzdranosti p < 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Istrazivanje uc¢inka omjera C/N, elektron donora, pri niskom omjeru N/P, elektron akceptora,
na denitrificirajucu defosfataciju provedeno je s natrijevim acetatom kao izvorom ugljika pri
anoksi¢nim uvjetima, pri ¢emu su elektron donor, acetat, elektron akceptor, nitriti, i fosfati
dodani istovremeno. Istrazeni su omjeri C/N 2, 3 1 4, pri omjeru N/P 1. Pokusi su vodeni pri
sobnoj temperaturi, 21,1 °C i pri koncentraciji otopljenog kisika (engl. Dissolved oxygen) DO =
0,2-0,3 mg DO/L. Kontakt mikroorganizama aktivnog mulja i sintetske otpadne vode ostvaren
je mijeSanjem reaktorskog sadrzaja na magnetskoj mijesalici.

Denitrificiraju¢a defosfatacija moze se provoditi s NOsz-N odnosno s NO>-N kao
akceptorima elektrona. lako denitrificiraju¢a defosfatacija preko NO2-N ima prednosti, kao Sto
su manja potreba na organskim sastojcima (KPK), manji prirast biomase i usteda na kisiku (Hu
i sur., 2003; Kuba i sur., 1996a; Kuba i sur., 1996b; Kuba i sur., 1996¢; Kuba i sur., 1994),
denitrificiraju¢a defosfatacija preko nitrita moze biti vrlo nestabilna zbog ucinka slobodne
nitritne Kiseline na fosfor akumuliraju¢e organizme i denitrificiraju¢e fosfor akumulirajuce
organizme, ali i na ostale mikroorganizme prisutne u aktivnom mulju (Zhou i sur., 2012; Pijuan
i sur., 2010; Freitas i sur., 2009; Hu i sur., 2003).

Za proces denitrificiraju¢e defosfatacije odgovorni su denitrificirajuci fosfor akumuliraju¢i
organizmi (Metcalf & Eddy, 2003; Mino i sur., 1998; Smolders i sur., 1994). Da bi se proces
denitrificirajuce defosfatacije uspjesSno provodio, potrebno je DPAO osigurati dovoljnu koli¢inu
organskih sastojaka (elektron donora) i nitrata odnosno nitrita (elektron akceptora) (Metcalf &
Eddy, 2003; Mino i sur., 1998; Smolders i sur., 1994).

U ovom radu provedeni su pokusi denitrificirajuée defosfatacije pri omjeru N/P 1 1 pri
omjerima C/N 2, 3 1 4 s nitritom kao akceptorom elektrona. Dinamika pokusa denitrificirajuce
defosfatacije pri omjeru C/N 2 za promjene vrijednosti KPK prikazano je na slici 4, NO2-N na
slici 5, FNA na slici 6, PO4-P na slici 7 i pH vrijednosti na slici 8. Rezultati pokusa pri omjeru
C/N 3 su prikazani na slici 9 za promjene vrijednosti KPK, na slici 10 za NO2-N, slici 11 za
FNA, slici 12 za POs-P i slici 13 za vrijednosti pH. Dobiveni rezultati pokusa provedog pri
omjeru C/N 4 su prikazani naslici 14 za vrijednosti KPK, slici 15 za za NO2-N, slici 16 za FNA,
slici 17 za POs-P i slici 18 za vrijednosti pH.
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Slika 4. Promjena KPK vrijednosti u pokusu denitrificiraju¢e defosfatacije pri omjeru C/N
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Slika 5. Promjena NO2-N vrijednosti u pokusu denitrificirajuce defosfatacije pri omjeru C/N 2
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Slika 6. Promjena FNA vrijednosti u pokusu denitrificiraju¢e defosfatacije pri omjeru C/N
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Slika 7. Promjena POs-P vrijednosti u pokusu denitrificirajuée defosfatacije pri omjeru
CIN 2
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Slika 8. Promjena pH vrijednosti u pokusu denitrificiraju¢e defosfatacije pri omjeru C/N 2
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Slika 9. Promjena KPK vrijednosti u pokusu denitrificiraju¢e defosfatacije pri omjeru C/N
3
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Slika 10. Promjena NO-N vrijednosti u pokusu denitrificirajué¢e defosfatacije pri omjeru
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Slika 11. Promjena FNA vrijednosti u pokusu denitrificirajuce defosfatacije pri omjeru

C/IN3
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Slika 12. Promjena PO4-P vrijednosti u pokusu denitrificiraju¢e defosfatacije pri omjeru
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Slika 13. Promjena pH vrijednosti u pokusu denitrificiraju¢e defosfatacije pri omjeru C/N
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Slika 14. Promjena KPK vrijednosti u pokusu denitrificirajuce defosfatacije pri omjeru

C/IN 4
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Slika 15. Promjena NO»-N vrijednosti u pokusu denitrificiraju¢e defosfatacije pri omjeru
CIN 4
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Slika 16. Promjena FNA vrijednosti u pokusu denitrificirajuce defosfatacije pri omjeru
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Slika 17. Promjena PO4-P vrijednosti u pokusu denitrificiraju¢e defosfatacije pri omjeru C/N 4
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Slika 18. Promjena pH vrijednosti u pokusu denitrificiraju¢e defosfatacije pri omjeru C/N

4

U pokusu denitrificiraju¢e defosfatacije pri omjeru C/N 2 organski sastojci utroSeni su u 0,5.
satu pokusa, pri ¢emu se vrijednost KPK smanjila za 70+16 mg KPK/L, odnosno, za 65,4+15
%, pri ¢emu je brzina uklanjanja organskih sastojaka iznosila 140+45 mg KPK/Lh (slika 4). Na
slici 5 prikazana je promjena koncentracije nitrita, na kojoj su vidljiva dva nagiba, a koji
pokazuju da su se NOo-N uklanjali pri dvije brzine. Tijekom prvih 30 minuta pokusa
koncentracija nitrita se smanjila za 44,411 %, ili 82 mg NO2-N/L, a brzina uklanjanja nitrita
je iznosila 16+4 mg NO2-N/Lh. Tijekom narednih 90 minuta pokusa, nitriti su se potpuno
reducirali, pri brzini 6,6+1,4 mg NO.-N/Lh. Sveukupno gledano, tijekom cijelog pokusa brzina
uklanjanja nitrita je iznosila 8,7+0,2 mg NO2-N/Lh (slika 5). Promjena koncentracije FNA pri
omjeru C/N 2 je prikazana na slici 6. FNA se s pocetnih 1,8+0,3 pg FNA/L tijekom prvih 30
min pokusa smanjilana 0,2+0,1 ug FNA/L i do kraja pokusa se potpuno uklonila (slika 6). Sli¢no
kao i nitriti, 1 uklanjanje PO4-P se odvijalo pri dvije brzine (slika 7). Tijekom prvih 30 minuta
pokusa koncentracija PO4-P se smanjila za 26,3+5,3 %, uklonjeno je 5+1 mg PO4-P/L, pri brzini
1042 mg PO4-P/Lh. Tijekom narednih 90 minuta pokusa uklonjeno je dodatnih 21,4+4,5 % POg-
P, ili 3+1,5 mg POs-P/L, pri brzini 2+0,7 mg POs-P/Lh. Sveukupno tijekom 2 sata pokusa
uklonjeno je 8+0,5 mg POs-P/L, odnosno 42,1+4,7 % PQOs-P, pri brzini 5,5+1,6 mg POs-P/Lh
(slika 7). Promjene vrijednosti pH su prikazane na slici 8. Vrijednost pH je porasla s pocetnih
7,4+0,2 na 8,2+0,3 u trenutku kada su utroSeni svi organski sastojci, tijekom prvih 30 minuta

pokusa, i nakon toga je blago rasla do zavr$nih pH 8,4+0,1 u 2. satu pokusa (slika 8).
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S povecanjem omjera C/N na 3 raspolozivi organski sastojci su utroseni u 0,75. satu pokusa,
pri ¢emu je utroseno 104+9 mg KPK/L, pocetna vrijednost KPK se smanjila za 73,2+6,4 %, a
brzina uklanjanja KPK je iznosila 138,7+12 mg KPK/Lh (slika 9). Tijekom prvih 45 minuta
pokusa utroseno je 14+2 mg NO2-N/L, smanjila se po¢etna koncentracija za 7010 % pri brzini
18,7+2,7 mg NO2-N/Lh (slika 10). Tijekom narednih 1 h i 15 min nitriti su se potpuno utrosili,
pri brzini 4,6+1,6 mg NO2-N/Lh. U ovom pokusu je sveukupna brzina uklanjanja nitrita iznosila
9,9+0,6 mg NO2-N/Lh (slika 10). Koncentracija FNA je s po¢etnih 3,1+0,1 ng FNA/L u 0,75.
satu pala na 0,1+0,06 pg FNA/L i s utroSkom nitrita do kraja pokusa u 2. satu, utro$ila se i FNA
(slika 11). Uklanjanje fosfata se odvijalo pri dvije brzine, prvih 45 minuta pokusa uklonjeno je
9+1 mg PO:-P/L, odnono 45+5 % PO.-P, pri brzini 12+1,3 mg PO4-P/Lh. Tijekom narednih 1 h
15 min uklonjeno je jo§ 1,5+0,6 mg POs-P/L, odnosno 13,6+0,7 % POs-P, pri brzini 1,2+0,4 mg
POs-P/Lh. Tijekom cijelog pokusa sveukupno je uklonjeno 10,5+0,7 mg PO4-P/L, ili 52,5+8,5
%, pri brzini 5,3+0,3 mg PO4-P/Lh (slika 12). Vrijednost pH je rasla s pocetnih 7,3+0,1 na
8,2+0,2 u 0,75. satu pokusa, i do kraja pokusa u 2. satu je dosegla vrijednost pH 8,5+0,3 (slika
13).

Pri istrazivanom omjeru C/N 4 organski sastojci su utroSeni u 1. satu pokusa, uklonjeno je
81,6+3,3 % KPK, ili 146+6 mg KPK/L pri brzini 1466 mg KPK/Lh (slika 14). Uklanjanje
nitrita se odvijalo pri dvije brzine: prvih sat vremena pokusa brzina je iznosila 16,8+1,8 mg NO-
N/Lh, uklonjeno je 16,8+1,8 mg NO2-N/L, ili 76,4+8,2 % nitrita. Drugih sat vremena pokusa
nitriti po potpuno uklonjeni, pri brzini 5,1+1,8 mg NO2-N/Lh. Sveukupno gledano, brzina
uklanjanja nitrita je iznosila 10,94+0,4 mg NO2-N/Lh (slika 15). FNA je s poc¢etnih 1,4+0,4 pg
FNAJ/L u prvom satu pokusa pala na 0,1+0,03 ug FNA/L, i do kraja pokusa u 2. satu je potpuno
uklonjena (slika 16). I u ovom pokusu uklanjanje fosfora se odvijalo pri dvije brzine. Prvih sat
vremena uklonjeno je 60+2,9 % POs-P, ili 16,8+4,8 mg PO4-P/L, pri brzini 16,8+4,8 mg PO:-
P/Lh. Idu¢ih sat vremena pokusa uklonjenjo je dodatnih 16,7+16,6 % POs-P ili 2,2+1,8 mg POs-
P/L pri brzini 2,2+1,8 mg PO4-P/Lh. Sveukupno je uklonjeno 13+0,4 mg POs-P/L ili 61,9+1,9
% pri brzini 6,5+0,9 mg PO4-P/Lh (slika 17). Vrijednost pH je rasla s pocetnih 7,6+0,4 na
8,4+0,4 u prvom satu pokusa, i do kraja pokusa u 2. satu je iznosila pH 8,7+0,3 (slika 18).

U procesu denitrificirajuée denitritacije aktivni su DPAO, koji tijekom anaerobne faze unose
u svoje stanice raspolozive hlapljive masne kiseline 1 pospremaju ih kao polihidroksialkanoate.
Energiju za taj proces dobivaju od razgradnje glikogena i cijepanjem unutarstani¢nih polifosfata,
pri ¢emu dolazi do lucenja fosfata iz stanica DPAO u mijeSanu tekuéinu. Zatim, u anoksi¢noj

fazi, DPAO koriste unutarstani¢ne rezerve PHA za obnovu rezervi glikogena, za stanicni rast,
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te za unos fosfata u stanicu i sintezu polifosfata, a kao akceptor elektrona sluze nitrati odnosno
nitriti (Oehmen i sur., 2007; Metcalf & Eddy, 2003; Mino i sur., 1998; Smolders i sur., 1994).
Pokusi u ovom radu su vodeni bez anaerobne faze. Denitrificiraju¢u defosfataciju bez anaerobne
faze istrazivali su autori Jena i sur. (2016) i Jena i sur. (2013).

Pokusi su vodeni pri omjerima C/N 2, 3 1 4 (slike 4-18). Za omjer N/P 1 pri svim istrazivanim
omjerima C/N nije bilo dovoljno organskih sastojaka. Tako su organski sastojci iscrpljeni u 0,5.
satu pri omjeru C/N 2 pri brzini 140+45 mg KPK/Lh (slika 4), u 0,75. satu pri omjeru C/N 3 pri
brzini 138,7+12 mg KPK/Lh (slika 9) i u 1. satu pri omjeru C/N 4 pri brzini 146+6 mg KPK/Lh
(slika 14). Koli¢ina utro$enih organskih sastojaka je iznosila 70+16 mg KPK/L (slika 4), 104+9
mg KPKJ/L (slika 9) i 146+6 mg KPK/L (slika 14) pri omjerima C/N 2, 3 i 4. Organske sastojke
troSe DPAO, ali 1 denitrifikanti. Takoder, kako u aktivnom mulju uobicajeno uz DPAO obitavaju
GAO, vjerojatno su dio organskih sastojaka trosili i GAO, pa se odvijala kompeticija za organske
sastojke. Ukoliko dode do proliferacije GAO, dolazi do narusavanja ucinkovitosti uklanjanja
POs-P iz otpadne vode jer u tom slucaju DPAO ne preostane dovoljno organskih sastojaka za
unos i pohranu POs-P kao unutarstani¢ne zalihe polifosfata (Wang i sur., 2015). Jedan od na¢ina
da se sprije¢i odnosno ograni¢i proliferacija GAO je vodenje procesa denitrificirajuce
defosfatacije pri niskom C/P omjeru (Liu i sur., 1996).

Budu¢i da nije bilo dovoljno raspoloZivog vanjskog izvora ugljika, u pokusima pri svim
istrazivanim C/N omjerima vidljive su dvije brzine uklanjanja nitrita (slike 5, 10 i 15) i fosfata
(slike 7, 12 i 17). Prva, viSa brzina uklanjanja nitrita i fosfata je brzina ostvarena s vanjskim
raspolozivim izvorom ugljika (acetatom), a druga, niZa brzina s unutarstanicno pohranjenim
rezervama ugljika u obliku PHA.

Tako su ostvarene brzine uklanjanja nitrita s vanjskim raspoloZivim izvorom ugljika iznosile
16+4 mg NO2-N/Lh pri omjeru C/N 2 (slika 5), 18,7+2,7 mg NO2-N/Lh pri omjeru C/N 3 (slika
10) i 16,8+t1,8 mg NO2-N/Lh pri omjeru C/N 4 (slika 15). Brzina uklanjanja nitrita s
unutarstani¢nim zalihama organskih sastojaka su iznosile 6,6+1,4 mg NO2-N/Lh, 4,6+1,6 mg
NO2-N/Lh i 5,1+1,8 mg NO2-N/Lh pri omjerima C/N 2 (slika 5), C/N 3 (slika 10) i C/N 4 (slika
15). Pri svim istraZivanim omjerima postignuta je potpuna denitritacija. Ipak, da je bilo vise
organskih sastojaka (ve¢i omjer C/N), vjerojatno bi brzina denitritacije bila ujednacena, 1 visa.
Za uklanjanje nitrita odgovorni su DPAO koji koriste NO2-N kao izvor elektron akceptora, ali i
denitrifikanti. Nitrit se moze koristiti kao akceptor elektrona u procesu naprednog bioloskog
uklanjanja fosfora sve dok njegova koncentracija ne premasi inhibicijsku razinu, a koja ovisi o

vrsti mulja i primijenjenim operativnim uvjetima (Hu i sur., 2003).
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Pri omjerima C/N 2, 3 i 4 ostvarene brzine uklanjanja POs-P s vanjskim raspolozivim
izvorom ugljika su iznosile 10+2 mg POs-P/Lh (slika 7), 12+1,3 mg PO4-P/Lh (slika 12) i
16,8+4,8 mg POs-P/Lh (slika 17). S unutarstani¢nim zalihama organskih sastojaka ostvarene su
brzine 2+0,7 mg POs-P/Lh (slika 7), 1,2+0,4 mg PO4-P/Lh (slika 12) i 2,2+1,8 mg PO4-P/Lh
(slika 17). S povecanjem omjera C/N rasla je raspoloziva koli¢ina organskih sastojaka pa je i
rasla moguénost DPAO da pohrane vece koli¢ine organskih sastojaka, pa je postignuto
sveukupno uklanjanje POs-P 42,1+4,7 % (slika 7), 52,5+8,5 % (slika 12) i 61,9+1,9 % (slika 17)
pri omjerima C/N 2, 3 1 4. Istrazeni omjeri C/N 2, 3 14 nisu bili dovoljni za postizanje potpunog
uklanjanja PO4-P, pa je uklanjanje POs-P bilo limitirano raspolozivom koli¢inom elektron
donora (KPK) pri istrazenom omjeru N/P 1. Uklanjanje PO4-P nije bilo limitirano kolicinom
elektron akceptora (NO2-N) sto se vidi po tome da je uklanjanje PO4-P prestalo s utroskom KPK,
a pri svim istrazenim omjerima C/N je preostalo jo§s NO2-N (elektron akceptora). Preostale NO»-
N nakon utroska POs-P dalje su trosili denitrifikanti. Daljnim poveé¢anjem omjera C/N vjerojatno
bi se postiglo vec¢e uklanjanje PO4-P. U ovim pokusima nije zabiljeZzeno otpustanje fosfata.
Proces naprednog bioloskog uklanjanja fosfora provodi skupina bakterija koja se moze podijeliti
prema afinitetu za elektron akceptore na: (i) fosfor akumulirajuce bakterije koje koriste samo
kisik kao akceptor elektrona, (ii) kisik i nitrat ali ne i nitrit, i (iii) Kisik, nitrat i nitrit (Hu i sur.,
2003).

NajviSe izmjerene koncentracije FNA izmjerene su na pocetku pokusa i iznosile su 1,8+0,3
ng FNA/L (slika 6), 3,1+0,1 pg FNA/L (slika 11) i 1,4+0,4 ug FNA/L (slika 16) pri omjerima
C/N 2, 3i4. Na koncentraciju FNA od 1,7 ug FNA/L pa nadalje su osjetljivi PAO (Wang i sur.,
2013; Zhou i sur., 2010). Koncentracija FNA je u ovisnosti o koncentraciji NO2-N, vrijednosti
pH izvanstani¢nog okolisa i temperature mijesane tekuéine. Sto je visa koncentracija NO-N,
vida je i koncentracija FNA. Sto je niZa vrijednost pH, vi$a je koncentracija FNA (Anthonisen i
sur., 1976). Kako se tijekom pokusa smanjivala koncentracija NO2-N (slike 5, 10 i 15), tako se
smanjivala i koncentracija FNA (slike 6, 11 i 16). Takoder, kako tijekom denitrifikacije dolazi
do obnove puferskog kapaciteta mijeSane tekuéine, dolazi do povisenja vrijednosti pH (slike 8,
13 i 18), tako se i smanjivala koncentracija FNA (slike 6, 11 i 16). Zbog smanjenja $tetnog
ucinka FNA na denitrificiraju¢i defosfataciju ¢esto se NO2-N dodaje u reaktor u viSe navrata
radije nego cjelokupna koncentracija odjednom na poc¢etku anoksi¢ne faze pokusa (Vargas i sur.,
2011).

Profil vrijednosti pH je imao karakteristi¢an trend pri svim isptrazivanim omjerima C/N:

vrijednost pH je rasla dok je bilo raspolozivih organskih sastojaka, a nakon toga je slijedio blagi

36



rast ili stagnacija vrijednosti pH (slike 8, 13 i 18). Tako profil vrijednosti pH moze sluziti kao

neizravan pokazatelj raspolozivih organskih sastojaka.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata dobivenih iz eksperimenta, mogu se izvesti sljedec¢i zakljucci:

1.
2.
3.

Pri svim istrazenim omjerima C/N uklonjeni su organski sastojci, pri slicnoj brzini
Postignuta je potpuna denitritacija pri svim istrazenim omjerima C/N

Uklanjanje dusika i fosfora odvijalose pri dvije brzine: s acetatom (vanjskim izvorom
ugljika) 1 unutarstanicnim zalihama ugljika

S acetatom kao izvorom ugljika postizu se vece brzine uklanjanja i dusika i1 fosfora u
odnosu na unutarstani¢ne zalihe ugjlika

Ucinkovitost uklanjanja fosfora je rasla s rastom omjera C/N, medutim, nije postignuto
potpuno uklanjanje

Visi omjer C/N bi vjerojatno pridonijeo vecoj brzini uklanjanja i duSika 1 fosfora, kao i

vecoj ucinkovitosti uklanjanja fostora
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja ANA MARIJA PRSKALDO izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada

te da se u njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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