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Sazetak

Uklanjanje fosfata (PO4-P) istrazeno je uz nitrat (NOs3-N) kao akceptor elektrona u
anoksi¢nim uvjetima, uz natrijev acetat kao izvor ugljika. Pokusi su provedeni pri omjeru
NO;3-N/PO4-P 3 1 C/N 3 za pocetnih 20 mg NOs-N/L 1 60 mg NO3-N/L, kao 1 pri NO3-N/POs-
P 8,5 za pocetnih 60 mg NOs-N/L, pri C/N 2. Postignuto je uklanjanje 74-75 % PO4-P,
potpuna denitrifikacija u pokusima pri C/N 3, te denitrifikacija od 66 % pri C/N 2.

Kljucne rijeci: DPAOs, nitrat
Uvod

Napredno biolosko uklanjanje fosfora (EBPR, engl. Enhanced Biological Phosphorus
Removal) je proces uklanjanja fosfora iz otpadne vode pomocu fosfat akumulirajucih
organizama (PAOs, engl. Phosphate Accumulating Organisms). lako se vec¢ina uklanjanja
fosfora iz EBPR procesa postize anaerobno/aerobnim cirkuliranjem aktivnog mulja,
anaerobno/anoksic¢ni rezim takoder omogucuje uklanjanje fosfora zahvaljujuci sposobnosti
skupine PAOs, denitrificiraju¢i PAOs ili DPAOs, koji koriste nitrat (NO3-N) i/ili nitrit (NO,-
N) umjesto kisika kao elektron akceptor i provode istovremeno unos fosfora i denitrifikaciju.
Dentitrificiraju¢a defosfatacija se temelji na metabolizmu, brojnosti 1 aktivnosti DPAOs, koji
anaerobno unose hlapljive mase kiseline (VFA, engl., Volatile Fatty Acids) 1 pohranjuju ih
kao polihidroksi alkanoate (PHA), a potrebnu energiju za taj proces dobivaju iz hidrolize
polifosfata (poliP), ¢ime se fosfati ispuStaju iz mikrobnih stanica u mijeSanu tekucinu.
Takoder, u anaerobnoj fazi se trose zalihe glikogena. Zatim, u anoksi¢noj fazi DPAOs koriste
nitrate i/ili nitrite kao akceptore elektrone za unos fosfata u stanice. U ovoj fazi se
nadopunjavaju zalihe glikogena, troSe rezerve PHA, te se odvija rast stanica. U anoksi¢noj
fazi DPAOs asimiliraju viSe fosfora nego $to ga ispuste iz stanica tijekom anaerobne faze, a
konac¢no uklanjanje fosfora iz otpadne vode se postize uklanjanjem viska aktivnog mulja iz
bioreaktora, koji je bogat s polifosfatima. Budu¢i da se u anaerobno/anoksi¢noj konfiguraciji
procesa tijekom anoksi¢ne faze istovremeno uklanjanju dusik 1 fosfor, postize se usteda 50 %
na kemijskoj potrosnji kisika (KPK), 30 % potros$nji energije te 50 % manja proizvodnja
mulja, denitrificiraju¢a defosfatacija ima prednost pred konvencionalnim procesom aktivnog
mulja, posebno pri obradi otpadnih voda koje karakterizira nizak omjer C/N (ugljik prema
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dusiku) jer je KPK cesto limitiraju¢i ¢imbenik za denitrifikaciju i uklanjanje fosfora (Kuba i
sur., 1993; Kuba i sur., 1996a; Kerrn-Jespersen i Henze, 1993; Flowers i sur., 2009; Li i sur.,
2017; Zeng 1 sur., 2017; Bunce 1 sur., 2018;Wang i sur., 2019;Gnida i sur., 2020).

Iako je vedina istrazivanja denitrificiraju¢e defosfatacije usmjerena na anaerobno/anoksi¢nu
konfiguraciju u kojoj su elektron donor — ugljik i elektron akceptor — nitrat i/ili nitrit fizicki
odijeljeni jer upravo sposobnost DPAOs da unose i pohranjuju organske sastojke u
anaerobnim uvjetima im omogucava selektivhu prednost nad obi¢nim heterotrofnim
organizmima (OHOs, engl., Ordinary Heterotrophic Organisms) (Kuba 1 sur., 1993; Kuba i
sur., 1996a; Kuba i sur., 1996b; Smolders i sur., 1994; Flowers i sur., 2009; Oechmen 1 sur.,
2007; Li i sur., 2017; Zeng i sur., 2017; Bunce i sur., 2018; Wang i sur., 2019; Gnida i sur.,
2020), provedena su istrazivanja denitrificiraju¢e defosfatacije kada su elektron donor i
elektron akceptor istovremeno prisutni u bioreaktoru (Jena i sur., 2016; Casey i sur., 1994).
Jena i sur. (2016) smatraju da prisutnost elektron akceptora u obje faze dovodi do eliminacije
faze feasting/starvation (engl., feasting/starvation, hrv., obilje/gladovanje) (anaerobna faza),
unosa fosfata u prisutnosti nitrata u anoksi¢no/aerobnoj konfiguraciji. Kuba i sur. (1996b) u
kinetickom modelu neizravno podupiru unos fosfata u prisutnosti nitrata izvjeStavajuci o tome
da iscrpljenje nitrata u anoksi¢nom uvjetima inhibira rast stanica, unos polifosfata i sintezu
glikogena. Jena 1 sur. (2016) su proveli dugotrajne pokuse (180 dana) u anoksi¢no/aerobnoj
konfiguraciji u kojoj su obradivali sintetsku otpadnu vodu s acetatom kao izvorom ugljika,
4000 mg KPK/L, 1000 mg nitrata/L 1 omjerom KPK/fosfat 137. Postigli su tijekom anoksi¢ne
faze istovremeno uklanjanje KPK (72 %), nitrata (98 %) i fosfata (86 %), u narednoj aerobnoj
fazi uklanjanje jos 26 % od preostalog KPK ali uz otpustanje P S$to je rezultiralo u konacnici
uklanjanjem P od 76 %.

Cilj ovog rada bio je istraziti uklanjanje fosfora u anoksi¢nim uvjetima, izostavljanjem
anaerobne faze procesa, uz NO;-N kao akceptor elektrona.

Materijali i metode
Otpadna voda i aktivni mulj

U pokusima je koriStena sintetska otpadna voda priredena otapanjem soli u destiliranoj vodi
sastava: 2 g/l (NH4),SO¢, 1 g/l KH,POy4, 0,4/L g FeSOy, 0,5 g/ MgSOy4, 0,4 g/L NaCl, 1
g/L MgCOs;, 1 g/LL CaCOs. Sinteskoj otpadnoj vodi je dodano 0,3 mL/L otopine elemenata u
tragovima sastava: 1,5 g/LFeCl;-6H,0, 0,15 g/L H3;BOs, 0,03 g/L CuSO4-5H,0, 0,18 g/LKI,
0,12 g/ MnCl,-4H,0, 0,06 g/L. Na;MoO4-2H,0, 0,12 g/LZnSO4 7H,0O, 0,15 g/L
CoCly6H,0, 10 g/L EDTA (Smolders i sur., 1994). Kao izvor ugljika je koriSten natrijev
acetat, te je dodan u odgovarajucoj kolicini za zeljene pocetne C/N omjere. Pocetna koli¢ina
nitrata 1 fosfataje postignuta dodavanjem odgovarajuce koli¢ine otopine 1 g/L KNOs i 1 g/L
KH,PO,.

Aktivni mulj je dobiven iz lokalnog postrojenja za bioloSku obradu otpadne vode grada
Zagreba, Hrvatska. Aktivni mulj je prije provedbe pokusa radio 3 mjeseca u ustaljenom stanju
u roditeljskom SBR (engl., Sequencing Batch Reactor, hrv., Sarzni reaktor koji radi po
fazama).
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Dizajn pokusa

Pokusi su vodeni kao Sarzni pokusi u laboratorijskim ¢aSama volumena 0,6 L, radnog
volumena 0,5 L, postavljenim na magnetsku mijesalicu pri 100 o/min. Aktivnom mulju, 2 g
MLSS/L (engl., Mixed Liquor Suspended Solids, hrv., suspendirane Cestice mijeSane
tekucine), je dodana sintetska otpadna voda, natrijev acetat za postizanje C/N omjera 2 i 3, te
otopine nitrata i fosfata. Vodeni su pokusi uz omjer NO3-N/PO4-P 3 1 C/N 3, uz pocetnih 60
mg NO;-N/L 1 20 mg NO3-N/L, kao 1 pokus pri omjeru NO3-N/PO4-P 8,5 1 C/N 2 uz pocetnih
60 mg NOs3-N/L. Koncentracija otopljenog kisika tijekom svih pokusa je bila niza od 0,2
mg/L. Pokusi su vodeni pri 22+1 °C. Vrijednost pH je motrena bez korekcije. Pokusi su
provedeni u 3 ponavljanja, a rezultati predstavljaju srednju vrijednost.

Analitika

U odgovaraju¢im vremenskim razmacima uzimani su uzorci mijeSane tekucine, filtritani kroz
0,45 pum filter papir i analizirani. Odredivane su vrijednosti KPK, NO3-N, NO;-N, PO4-P i
MLSS prema Standardnim metodama (APHA, 2005), te su motrene vrijednosti otopljenog
kiska, pH vrijednosti i temperature pomo¢u WTW Multi 3420 SET KS1, Njemacka.

Rezultati i rasprava

Rezultati uklanjanja C, N i P pri omjeru C/N 3 prikazani su slikama 1 i 2. Postignuto je
potpuno uklanjanje N, uz uklanjanje KPK od 87 % u pokusu sa pocetnih 60 mg NO3-N/L 1 75
% uklanjanje KPK u pokusu sa pocetnih 20 mg NO;-N/L. U tim pokusima, pri omjeru NOs-
N/POs4-P 3, ostvareno je uklanjanje P od 74-75 %. U pokusu pri C/N 2 i omjeru NO3;-N/PO4-P
8,5 KPK je limitiraju¢i ¢imbenik denitrifikacije koja je iznosila 66 %, a uklanjanje P iznosilo
je 74 %. U vecini sustava za obradu otpadne vode bioloSko uklanjanje dusika i fosfata su
najcesce integrirani u jedan sustav s aktivnim muljem. Kombinacija EBPR i konvencionalnih
bioloskih metoda uklanjanja duSika (nitrifikacija i denitrifikacija) moze nai¢i na probleme jer
je KPK cesto ogranicavajuci faktor za uklanjanje fosfata i denitrifikaciju. To ogranicenje se
moze nadvladati kada su u sustavu za obradu otpadne vode prisutni organizmi sposobni
provoditi simultanu denitrifikaciju 1 asimilaciju fosfora pri anoksi¢nim uvjetima (DPAOs)
(van Loosdrechti sur., 1998; Li i sur., 2017; Zeng i sur., 2017; Bunce i sur., 2018; Wang i sur.,
2019; Gnida 1 sur., 2020).

Uklanjanje C, N 1 P u pokusima pri omjeru C/N 3 (slike 1 1 2) se zbivalo istovremeno, uz
denitrifikaciju 1 prevodenje NO3-N u NO,-N te daljnju redukciju do N,, smanjenje KPK do
vrijednosti za ispust u okoli$, kao 1 istovremeni unos PO4-P u stanice uz ostvareno smanjenje
od 74-75 % PO4-P (Slike 1 1 2). U pokusu pri C/N 2 uklanjanje NOs-N zbivalo se dok je bilo
raspolozivog KPK koji je bio dostatan za 66 % uklanjanje N. Takoder je postignuto
uklanjanje PO4-P od 74 %.
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Slika 1. C, N i P uklanjanje pri anoksi¢nim uvjetima, pri NO3;-N/POy4-P 3 1 C/N 3,
uz pocetnih 60 mg NOs-N/L
Figure 1. C, N and P removal at anoxic condition, at ratio NO3-N/PO4-P 3 and C/N 3,
with initial 60 mg NOs-N/L

Izvor organskog ugljika je neophodan za postizanje denitrifikacije i EBPR (Oehmen 1 sur.,
2007; Li 1 sur., 2017; Zeng 1 sur., 2017; Bunce i sur., 2018; Wang i sur., 2019; Gnida 1 sur.,
2020). Oehmen i sur. (2007) isticu omjer KPK/P 10-20 povoljan za dominaciju PAOs u
EBPR sustavu, a pri omjeru KPK/P >50 GAOs (GAOs, Glikogen Akumulirajuc¢i Organizmi)
dominiraju u EBPR sustavu (Mino i sur., 1998).

U ovom radu pokusi su provedeni pri omjeru KPK/P 34,9 odnosno 36, uz pocetnih 60 mg
NO3-N/L odnosno 20 mg NOs-N/L (slike 1 1 2), i nisu imali negativan u¢inak na uklanjanje
PO4-P, Sto je u suglasju sa Mino 1 sur. (1998). DPAOs koriste acetat i pohranjuju ga kao PHA
u anaerobnim uvjetima, te ga koriste kao elektron donore u anoksi¢nim uvjetima (Kuba i sur.,
1993; Kuba 1 sur., 1996a; Kerrn-Jespersen i Henze, 1993; Flowers 1 sur., 2009; Li i sur., 2017,
Zeng i sur., 2017; Bunce i sur., 2018; Wang i sur., 2019; Gnida i sur., 2020). U pokusima u
ovom radu, elektron donor i elektron akceptor su bili istovremeno prisutni i odvijalo se
istovremeno uklanjanje KPK, N i P (slike 1 i 2), a slicno ponaSanje su zabiljezili Jena i sur.
(2016) 1 Grgas i sur. (2019).
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Slika 2. C, N i P uklanjanje pri anoksi¢nim uvjetima, pri NO3;-N/POy4-P 3 1 C/N 3,
uz pocetnih 20 mg NOs-N/L
Figure 2. C, N and P removal at anoxic condition, at ratio NO3-N/PO4-P 3 and C/N 3,
with initial 20 mg NOs-N/L

Prisutnost nitrata u anaerobnoj fazi EBPR sustava je poguban za uklanjanje fosfora zbog
kompeticije za VFA izmedu PAOs 1 obi¢nih denitrifikanata (Barker 1 Dold, 1996). Ipak, kada
su istovremeno prisutni nitrati i mulj bogat sa PHA, primjerice kada nakon anaerobne faze
slijedi anoksi¢na faza, postizu se istovremena denitrifikacija 1 uklanjanje fosfora.
Denitrifiraju¢e uklanjanje fosfora se javlja zbog sposobnosti barem jedne frakcije PAOs da
koriste nitrat i/ili nitrit kao elektron akceptor za uklanjanje fosfora umjesto kisika (Kerrn-
Jespersen i Henze, 1993; Kuba i sur., 1993).

Denitrifikacija je proces redukcije NOs-N do plinovitog dusika, kroz slijed reakcija NO3-N ->
NO,-N -> NO -> N,O -> N,. U pokusima sa pocetnih 60 mg NO3-N/L tijekom denitrifikacije
zabiljezeno je prevodenje NOs-N do maksimalne koncentracije od 18,5 mg NO,-N/L (Slika
1), te potpuna denitrifikacija do kraja pokusa. Biokemijski put denitrifikacije ukljucuje
stupnjevitu pretvorbu NOs3-N do plinovitog N», preko intermedijera NO,-N, NO i N,O (della
Rocca i sur., 2007). Vecina istrazivanja na metabolizmu DPAOs je provedena koriste¢i nitrat
kao elektron akceptor. IstraZzivanja sa nitritom su se uglavnom usmjeravala na njegovo
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inhibitorno djelovanje te su pokazala da moze biti jako toksican ve¢ pri niskim
koncentracijama (Bortone i sur., 1996; Li i sur., 2017; Zeng i sur., 2017; Wang i sur., 2019).
Nitrit djeluje inhibiraju¢e 1 na aerobni i1 na anoksi¢ni unos fosfora (Kuba i van Loosdrecht,
1996; Saito 1 sur., 2004; Li i sur., 2017; Zeng i sur., 2017; Wang i sur., 2019). Saito i sur.
(2004) su istaknuli da je i brzina rasta PAOs takoder inhibirana tijekom perioda kada je bio
prisutan nitrit. Kuba i sur. (1996a) su otkrili smanjenje u unosu fosfora zbog akumulacije
nitrita. Meinhold 1 sur. (1999) su pokazali da nitrit pri niskim koncentracijama (4-5 mg NO;-
N/L) ne utjeCe negativno na asimilaciju fosfora pri anoksi¢nim uvjetima i moZze se koristiti
kao elektron akceptor, dok>8 mg NO,-N/L moze potpuno inhibirati asimilaciju fosfora.

Ahn 1 sur. (2001) su ispitali koriStenje kisika, nitrata i nitrita kao elektron akceptore u EBPR
procesu i rezultati su pokazali da se svo troje moze uspjesno koristiti. Lee 1 sur. (2001) su
pokazali da se nitrit (do 10 mg NO,-N/L) moze koristiti kao elektron akceptor te da je brzina
asimilacije fosfora ¢ak i1 brza nego kada se kao elektron akceptor koristi nitrat. KoriStenje
nitrita kao elektron akceptora je moguce ukoliko se on dodaje polukontinuirano u malim
obrocima te koncentracija odrzava ispod 15 mg/L (Ma i sur., 2013). U ovom istrazivanju
(Slika 1) NO,-N nije imao inhibicijski u¢inak na unos P. Rezultati ovih pokusa (Slike 1 1 2)
sugeriraju da uklanjanje P nije limitirano raspolozivom koli¢inom elektron akceptora pri
istrazenim N/P omjerima 3 1 8,5. Grgas 1 sur. (2019) su istrazivali denitrificirajué¢u
defosfataciju preko nitrita pri N/P omjeru 2,1, pri poc€etnih 24,5£1,3 mg NO,-N/L, pri C/N
omjerima 1, 2, 3, 4 1 7. Potpunu denitrifikaciju su postigli pri C/N 4, pri ¢emu je zabiljezeno
72,1% uklanjanje P. Povecanje omjera C/N 7 je smanjilo ucinkovitost uklanjanja P, nije
narusilo uklanjanje N, te je KPK preostao u obradenoj vodi. Istaknuli su da pri omjerima C/N
4 1 7 DPAOs nisu bili limitirani s raspolozivom koli¢inom ugljika, medutim, autori sugeriraju
mogucu limitaciju s raspolozivom koli¢inom elektron akceptora. Oehmen 1 sur. (2007)
sugeriraju da je moguce da Accumulibacter skupina sadrzi brojne podskupine razlicitih
fenotipskih karakteristika (Carvalho i sur., 2006; He i sur., 2006), poput sposobnosti za
denitrifikaciju. Malo je poznato o raznolikosti organizama koji asimiliraju fosfor, no studije
pokazuju da je Candidatus Accumulibacter phosphatis, organizam koji pripada redu
Rhodocyclales, jedan od glavnih PAOs povezanih s ukanjanjem fosfora (Oehmen 1 sur.,
2007). Denitrificiraju¢a sposobnost Accumulibacter organizma nije jo§ potpuno razjasnjena.
Pokazano je da PAOs kulture mogu potpuno denitrificirati koristeci nitrat (Zeng i sur., 2003),
dok su drugi autori predlozili postojanje dvije razli¢ite populacije, jedna koja ima
denitrificiraju¢e sposobnosti te druge koja nema sposobnost denitrifikacije (Freitas i1 sur.,
2005; Ahn i sur., 2002; Meinhold i sur., 1999; Kerrn-Jespersen i Henze, 1993). Na temelju
diferencijacije polifosfat kinaza gena (ppkl) pokazano je da postoje dva tipa Accumulibacter
organizma. Tip I ima sposobnost denitrifikacije koristeci nitrat, dok tip II nema (He 1 sur.,
2007). Ta Cinjenica pokazuje da postoje dvije razli¢ite populacije Accumulibacter organizma s
razli¢itim afinitetima za nitrat ovisno o morfotipovima i afinitetima za ugljik 1 dusik. Tip I
Accumulibacter 1ma sposobnost denitrifikacije koriste¢i nitrat, dok tip II nema. To je u
korelaciji s prijasnjim studijama koje su pokazale da neke zajednice Accumulibacter mogu
koristiti nitrat za uklanjanje fosfora dok druge mogu samo nitrit (Carvalho i sur., 2007). Wang
1 sur. (2007) su ispitali utjecaj temperature na asimilaciju fosfora denitrificiraju¢ih fosfor
akumulirajuéih organizama. Ispitana je brzina asimilacije pri 8-10 °C te 25-26 °C i pokazano
je da brzina asimilacije raste s temperaturom, no ne znacajno s obzirom na ukupnu koli¢inu
asimiliranog fosfora. Pokusi u ovom radu su vodeni pri 22+1 °C, temperaturi koja je povoljna
za asimilaciju fosfora, te temperatura nije bila ograni¢avaju¢i ¢imbenik u uklanjanju fosfora.
U ovom radu pokusi su vodeni bez korekcije pH. Tijekom denitrifikacije vrijednost pH je
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rasla. S utroSkom KPK, vrijednost pH je postala konstantna. U svim pokusima je pH
vrijednost porasla s pocetnih pH 7,7+0,5 na maksimalnih pH 9,5+0,2 (Slike 1 i 2).

Profili pH su bili tipi¢ni za denitrifikaciju i uklanjane fosfora. Kuba i sur. (1997) su pokazali
da denitrificiraju¢i fosfor akumuliraju¢i organizmi otpustaju fosfor s porastom pH. Inicijalni
pH izmedu 7,0 i 8,0 je pogodan za akumulaciju DPAOs u sustavu koji koristi acetat kao izvor
ugljika. Filipe 1 sur. (2001) isticu vrijednost pH 7,5-8,5 pogodnu za denitrificirajucu
defosfataciju, a pri pH ve¢em od 8 dolazi do kemijskog talozenja P (Wang i sur., 2007;
Vargas 1 sur., 2009). U naSim pokusima nije zabiljezeno kemijsko talozenje P jer je tijekom
trajanja cijelog pokusa prisutan P (slike 1 1 2), tako da se u ovom slucaju uklanjanje P moze
pripisati aktivnosti DPAOs.

Zakljucci

Uklanjanje PO4-P od 74-75 % 1 potpuna denitrifikacija postignuto je pri anoksi¢nim uvjetima
uz NOs-N kao akceptor elektrona uz pocetnu koncentraciju 20 mg NO3-N/L i 60 mg NOs-
N/L, 1 omjer NO3-N/POy-P 3, pri omjeru C/N 3. Pri omjeru NO3-N/POy-P 8,5 uz pocetnih 60
mg NO;-N/L 1 C/N 2 postignuto je uklanjanje NOs-N od 66 % i 74 % uklanjanje PO4-P.
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